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序論
ヒア ル ロ ン酸 (H A) は グリコ サミノ グリカ ン (G A G) と呼ばれる複合糖
質群の 一 種で, ”- ア セチ ル グル コ サ ミン と ダルク ロ ン 酸が β - 1. 3結合した二糖
単位がβ - 1.4グル コ サミ ニ ド結合した繰り返し構造をもち. 分岐のない 直鎖の
多糖類で ある1 '(Fig. 1). 一 般にG A G は, 硫酸基の 数やその 結合位置, 含まれ
るウロ ン酸の種規, ある い は構成単糖の アノ マ 一 緒合の適い によっ て コ ン ドロ
イ チン硫酸 (C S) , デル マ タ ン硫酸(D S) . ヘ パ ラ ン硫酸 (H S) , ヘ パ
リ ン (H P) などに分頬されてい る が2 ', そ の中で H Aは最も単純な構造をも
ち, 唯 一 硫酸基を食まない G A G である. また, 他のG A G の大部分が タン パ
ク質と共有結合したプロ テ オグリ カ ン (P G) と して生合成され, 様々な組織
に分布して い るの に対し, H Aは そ のようなP G と して単離された例は , 現在
まで報告さ れて い ない .
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ま た, H A は嘩乳動物の結合組織を中心に広く生体内に分布して お り, 特に
眼球の硝子 胤 関節内液お よび臓帯粘膜に多慶に含まれ る こ とが 知られて い る.
さ ら に皮膚組織, 血 液, 項靭帯, 大動脈, 心臓弁膿, 脳, 軟骨, 馳 ある い は
ある種の臆病穆出液など にも H Aが検出さ れて い る 3).
生体内に含まれる H Aは , 多くの場合, 非常に長い 糖鎖と して 見出さ れ そ
の分子量が数百万 に およぶ もの も単離されて い る . またH Aの場合, タン パ ク
質と異なり, ウ ロ ン酸の カ ル ポキシル基の 解離に より生じる分子内の電気的反
発力の ため, 細かく折り畳まれた密な球状構造を形成する こ とが できず, 方向
性をもつ ラ ンダム コ イル構造を形成する こ と が知られて い る . こ の ようなfI A
の 構造が多量の水分子を内包し, 結果と して H A特有の粘性や弾性を生じ. 他
の 生体内高分子に比べ て非常に大きな容積を占めて い る れ 5 '. 以上のようなH
Aの物理的な性質を摘まえ, Meyerら6'は H Aの生理的機能と して , 細胞間隙に
お ける水分子の保持, およ ぴゼリ ー 状の マ トリッ クス 醐王威する こ と によ串細
胞の維持, ある い は細胞間物質の 移動を円滑に行なうための 潤滑効果およびそ
の 利敵 ま た, 機械的な衝撃や細菌感染か ら細胞を保護す る防壁作用な どを推
定した ･ 一 方, H A の物理的性状, すなわち保水悦 粘弾性に着目 し た生体に
お けるH Aの存在意義に つ い ては , Meyer らばか りで なく 古くか ら多くの 研究者
に よ っ て検討されて い る ト 9'. しか しH A は物理的な性質以外に, 種 々 の生理
活性を示す こ とが数多く報告されて い惑 . 例えば,
活性化1 8 )あるい は . 細胞の 発生
の
温織の再生に 伴う形態形成期に見ら
れる活発な細胞活動の活性化‖ 'は, 通常H A の生食成の促進が引き金 となり,
H Aが形成する細胞環境にお い て観察さ れる場合が 多い . そ の 他 生理的な愚
昧は未だ不明である が , 血管内皮細胞や白血球の道産を阻害する と も言われて
い る1 2
- -一'
･ 以上の ような生物学的なH Aの作剛ま, H A のもつ 物理的性質の
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み で は説明できず, 細胞間情報伝達システ ムに お い てH A糖鎖が担う生理的役
割を示唆するもの で ある .
妃年, ラ ッ ト皮膚繊維芽細胞の細胞膜にH A結合性レセ プタ ー (C D 4 4)
が 党規されて い る こ とが明らか に された1 5
‾ 1 8)
. そ の 一 方で, CD 4 4は細胞
内骨格を形成するア クチ ン フ ィ ラメ ン トと親和性が ある こ と1 9) が明らか にな っ
た . こ れらの知見を土台にして, さ らにH A のもつ 生理的役割が具体的に推定
さ れるようにな っ た. すなわちH A が, C D 4 4を介して 細胞同士を接着させ
るための ｢糊+ と して機能するの み ならず, 細胞外か らの情報を細胞内に伝達
す ると い う機能を有して い る ことが推察される ようにな っ た .
特に, 皮膚における H Aの存在意義は 多くの研究者に よ っ て論じられて きた
2 B- 2 6 l
. 皮膚の H A は加齢に伴い C Sと置き変わ っ て減少し, そ れに伴い皮膚
の 保水性が低下す る に従 っ て
"
しわ
”
や
"
が さ つ き
”
な どが 増え , い わゆる老
化が生じる もの と考え られて い る2 d'. また胎児の皮膚や創傷治癒の初期にⅠ1
Aが多量に認められる と い う現象は, そ の因果関係は明らか でない にして も,
細胞増殖や組織の 機能変換に H A が重要な役割を演じて い る こ とを示唆する も
の で ある2 S)
皮膚は組織学的に表皮と真皮に大別され. また 汗腺, 毛根など多くの付属器
官が 入り込み, 他臓器に比べ複雑な構造をもち, そ こに含まれる生理活性物質
の 分析は比較的困難で ある ことが 知られて い る2 6'･ さ ら に組織にお ける細胞活
動と生理活性物質の動態を関連付けて検討するた めには,
･ 様々な実験系が工 夫
さ れてい るが , 再現性, 精度などの 点で満足で きる例は ほ とん ど報告されて い
な い . 一 方, 最近の組織培養や細胞培養の 進展はめぎましく, 表皮由来の角化
細胞27 ,やメ ラノ サイ ト2 8', 真皮由来の 繊維芽細胞
2 9 'などは, 比較的容易に培
養する こ とが可能 となり, 薬剤の効能および毒性試験などに使用さ れる例が,
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少数で はあるが 報告され るようにな っ た .
著者は, これ ら皮膚由来の 各種培養細胞に着日 し, 培養条件と H A を含めた
G A Gの 経時的な質的, 量的変動との 関連性を調べ る こ と に よ っ て, G A G凝
よびH A と分化 ･ f曽殖との 関連性を解明する こ と を目的と した. 本研究を遂行
する ためには . 皮膚細胞の 培養系で適用 し得る, rlA を含め たG AG の特異的
で 高感度な分析法の確立が 必須で ある .
そ こで, まず始め にH A由来不飽和二糖の蛍光検出H P L C3 日･3 1 )および化
●
●
.
学発光検出H P L C3 2･ 33'を確立し, さらに確立した分析法fa:, 培養ヒ ト表皮
角化細胞, ヒ ト真皮繊維芽細胞か ら合成さ れるH Aの分机 および ラ ッ ト皮膚
の 表皮, 真皮中G A Gの 分析に応用 した. 次に皮牌細胞の 分化 増殖とri の^
関連性に つ い て考察する と共に , 皮膚にお ける H Aの動態解析を試み た .
本論文は以上の 研究成果 に つ い て ま とめ たもの で ある .
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第Ⅰ章
分析法の開発
ヒアル ロ ン酸 (fi Å) の 定量に は. 組織あるい は体液中の H Aを単離後, rl
A に含まれるウロ ン酸の定量に基づ い たカ ル バ ゾ ー ル法と して知られるBiL Le r
良Muirの改良法糾= が用い られて い る. 本法で H Aを定量す る際, 他の 結合組
織成分と H A の分離, 特に同じようにウロ ン酸を含む他の G A G との分別が 重
要で ある3 5 ). この ため分析試料からH Aを効率よく精製するための手段と して ,
古くからイ オ ン交換クロ マ トグラフ ィ ー , ゲル ク ロ マ トグラ フ ィ ー などが用い
られる場合3 = 8 )が多く , 操作の上で非常に長時間な要して い た. また. 哨乳
軌物の血液, ある い は尿を試料とする場合, H A濃度が非常に低い ためそ の定
慶は非常に多畳の 拭料を用い なければならない な ど, 困難を極めて い た. 近年,
Tel唱t)1adら3 = 功' は, 11 A と特異的に結合する軟骨プロ テ オグリカ ンのリ ンク
タ ン パ クを開い た ラ ジオイ ム ノ ア ッ セイ (R I A) 法を開発し, fl Aな高感度
に分析する ことに 成功して い る . さらにGoldbe rg
4 = ら, およびDeple ch4 2 'らは ,
細胞膜由来H A棒金性タ ンパ 崇質を開い たR I A法, ヒ ト脳由来H A結合性ヒ
ア ル ロ ネクチン を伺心＼た酵素 i拓 イ ムノ ア ッ セイ (E I+ I S A) をそれぞれ独
白に開発し, II Aの分析に応用して い る. しか しながら これ らの方法は, 鴫異
的か つ 高感度で は あるが, 試薬と して用い るタ ン パ ク質の精矧こ熟練を要する ･
さ らにf王A の分子量の速い に より異な っ た測定値を与え るな ど数々の問題点.が
あり, 未だ 一 般的な方法となり得て い ない ･
- 方, Ii Aを特異的に . 不飽和四糖お よび不飽和六楯とするSしr epto myc e s
llyal｡ r ｡ nida s e43 'や, さ らに すべ て不飽和二糖に するCl10･ldr oitin a s eABC
4 ^ '
･
cho ndroitin a s eACIId5 ,. uyalu r o nida s eSD
4 6' により分解した後(Fig･ ト1),
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比色分析やH P L C によ っ て分離後U V検卿こよ っ て測定する方法A7 ･ 48 'が報
告される ように な っ た. こ の方法は簡便で迅速で あるが , 生体成分に応用した
場合, 前処理が煩雑になる場合が 多く, 感度も十分と はい え ない . こ の ため現
荏で は, 簡便で しか も高感度か つ 特異的な分析法の 開発が , H A の生理的役割
を解明す るための研究の み ならず, 臨床化学の領域に お い て も要望さ れて い る.
本章で は, まずは じめに H A, 並びに C S, D S由来の不飽和二糖 (Fig. ト
1) の蛍光検出ポス トカラム HP L C による定量法に つ い て Ⅰ - 1 で述べ , さ ら
に高感度分析を目的と し た化学発光検出H P L C の分析法に つ い て Ⅰ - 2 で述
べ る . 次い で , 培養培地や皮膚試料からの G A G の精製をⅠ - 3 に, 分離された
G A Gから不飽和二糖を生成する 酵素消化に つ い て ト 4 で述べ る .
C O O H
年齢-
OH
C O O H
O H
oR
3
o R3
H A
CS
1o
DS
NH Ac
0＼
N H Ac
Q＼
NH Ac
【1】【2][3】
【1】【2】
【1】
CO O H
n哲BH･O HNHAc
AD トH A
CO O H
o R3
∩ ”.CH
N H Ac
Ft
l R2 Fl'3
A即功S
A D暮J S
ADl強S
A DiJiJA2S
A Dl-dl S8
ムDIJISD
A EiIJ I SE
A D トtri S
” II ”
H S O8 H
s o毒 H ”
” ” S OS
s o3
-
H S O3
1
” S O5 SO3
-
s o3
y
S O言 H
S OS S O5 S O5
【1〕 cho ndro伽 a seA B Ci2] cho ndro
'
dfna s oA CII【3] Hya)ur o n7da 8 eSD
Fig. il En野 m aticdigestion s of H A, cho ndroitin sd fate(C S)a nd der m at n
sulfate(DS)
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I - 1 蛍光検出ポストカ ラム H P L C による不飽和二糖分析法の検討
著者は, H AをChondr oitin ase ABCな どの酵素に より, 不飽和二糖 (ADi-a
A) に分解したの ち, C SやD S から同時に生成する不飽和二糖から分離する シ
ス テ ムに つ い て検討し, さ らに2- シ アノ ア セ トア ミドを反応試薬とする蛍光検
出ポス トカ ラム H P L C法を検討した.
Ⅰ 一 卜1 分離条件の検討
H A, C SをChondr oitina s eABCやCho ndr oitin a seÅCI工で消化する こ とに よ
っ て生成する不飽和ニ糖は, 主に』D 卜肌 』D トOS, 』Di-6S, 』D 卜4Sで ある･
c s由来の A D トOS. A Di-6S, A D ト4S に関して は, これまで アミノ シリカ系樹
脂をカラ ム充填剤と して用い , アセ トニ トリル - メ タノ ー ル ー ギ酸ア ンモ ニ ウ
ム緩衝液 (p艮4 - 6) の 系で良好に分離さ れて い る
4 9- 5 3 '
. しか し, この系で は
A Di-nAとAD 卜OSとの分離が困難で あり, H A と C Sが混在する試料で は誤 っ
た結果を得る可能性があり53', H Aを正確に定量するた めに は2種の不飽和二
糖を分離する こと が必須で ある.
ADi-uA とAD トOS はヘ 卑ソすミ ン の4位の療酸基が エ ビマ - の関係に あるのみ
で , H P L Cによ っ て分離する場息 分離系の選択が非常に難しい･ オリゴ糖
の 分離に 一 般的に用 い られるカラム 充填剤として ア ミノ シリカ系
5 卜 53'
･ ア ミ
ドシリカ糸5 一', お よびポリス チレ ン系の陰イ オ ン交換樹脂
5 0 'な どが開い られ
て い る. 今回著者は, 移動相の選択域が比較的広く, 繁用性の高い ア ミノ シリ
カ 系TSKgelNtl2 - 60( 束ソ ー ( 樵)製) を 剛 ､て移動相を検討した ･
zebr . w e rらA8 ,は A DトHAと A Di
-OS の分離に関して検討し, 中性糖の分離で よく
-
r
卜
用い られる ホ ウ酸 釦容離液に添加する こと によ っ て, 良好な結果を得たと報告
して い る. そ こ で, 溶離液に ホ ウ酸を添加し, 分離能の 向上を図 っ た.
ホ ウ酸濃度と. 』Di-ⅠIAと』D トOSの分離度に つ い て検討し た結果, ホウ酸漉
度u. 1 Mで分離度が最大にな っ た . 次に溶離液中の アセ トニ トリル 過度を変化
さ せ, 分離に及ぼ す影響を調べ た と こ ろ, ADi一 肌 A D トOS, AL)i-6S, ADi-
4S いずれの不飽和二糖の場合に もアセ トニ トリル濃度の増加とと もに, 保持比
が増加し, さ らに ADi-IIAと AI)i-OSの分離度が向上する こ とが わか っ た. しか
し, 試料に 』D ト6S, 』D ト4Sが混在する状態で は, すべ ての 不飽和二 糖が溶出
す るまで2時間以上を要する . そ こ で, 溶出を速める目的で硫酸ナ トリウ ムを溶
離液に添カロし, その濃度与こつ いて 検討し た. そ の結果, 硫酸ナトリウ ムの漉度
を増加する こ と に よ っ て 保持比が 減少する こ とが わか っ た. 次に洛離液のpt は
保持比の 関係につ い て検討し たと こ ろ , pllの 低下 に伴い 充填別の ア ミノ基の 荷
電が増加し, 硫酸基 をも つ ADi- 6S, A Di-4Sの保持が 大きくな っ たが , 分離能
が 向上 した ･ また カ ラ ム温度と分離度の 関係を検討し たと こ ろ, カ ラ ム温度が
上昇する
.
と ピ ー クの テ - リ ン グが 顕著になり, 分離度が低下 する傾向が あ っ た.
以上検討の結果, 試料の 注入量を10 FLl として, カ ラム に アミノ シリカ系で
あるTSKgel Nll2 - 60(東ソ ー ( 株) 製) (4 m mi. d. x 250m m) を用い , ア セ トニ
トリル/緩衝液(83 mM Tri告.83mM Bo ric a cid a nd 15.6 mM sodiu m s ulfate
adjusted to pt1 7･ 5 with c o n c'･HCl ･. 52/48. v/v)を溶離液と して用い たと こ ろ,
流速0.5 ml/mirl で ADi-tIA, AD卜OS, ADi- 6S, ABi-4S. さら に二硫酸化不飽
和二 糖である A DトdiSD, AD i-diSB, ADi-diSEの7成分が良好に分離される こ
と.が わか っ た .
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1 一 卜2 不飽和二糖の検出
前記のfI P L C条件下 に不飽和二糖を分離後, 2- シアノ アセ 卜アミ ドを円い
て高感度に不飽和二糖類を蛍光検出する ための反佑条件を, 以前当研究室に お
い て確立 した方法5 3 )を参考に して検討した. そ の結果, 0.3 ” NaOIl および1%
2- シアノ ア セ 卜ア ミ ド水酒液なそれぞれ流速 0. 2 ml/minで混合し, 1OO
Q
c,
10m(0.5 mm i. d.)の 反応コ イ ル中で反応させ , 2 m(0.25 m 印主.d.)の冷却コ イ
ル申で冷却後, 励起波長 346 nm, 蛍光波長 41On mで検出する こと により, 高
感度かつ , 選択的に不飽和二糖頬を検出できた. 確立し た検出条件は前法に比
べ , 溶離液中の ア セ トニ トリル に よ る反応性の低下 を補う ために , ア ルカリ性
を強めて い る.
Gauge FIuor
'
[ m etr始
EIuent
(0.5m 伽In)
Reagent1
(0.2 5mt/min)
Re agent 2
(0.25mIImin)
?s- ply.
Rea ct
'
LOnbath detd or
r
Column
Re co rde
Wa ste
Pu mp
Fig･1･2 Flo wdiagr a m orthenロOr C S C C n C em P L C fordete rmin at
ion
ofu n satu r ated dis a c charides
colu mn,TSK gel N n2 ･60(4･6 m mi･d･ I25 0m m)30
o
C; elu 叫
し
52 %a c etonitd le
in 虫qu e O u Sbuffer(8 3m M boric a cid,83m M Tris a nd15･6 m M sodiu m sulf
ate
adjusted to pfI 7 3with co n c･ HCl); r e agent 1,0･3M Noon
'
solt)tiotl; rC agen1 2,
1 % 2･ c
.
vano a c et且 mide s olutio n; re a ctiontempe r atu r e,10 0
o
C; re a ction c oil,0･5
m mi.d. x10”; c o oling c oilIO･25m m i･d･ x2 m; s am ple v olum eI10
･20pl;
dete ction, Ex.3 46n m, Em ･ 4 10nm ･
確立した HP L C のフ ロ ー ダイ アグラム をFig･ 卜2 に･ またFig･1
-3 には確立
し た蛍光検出ポス トカ ラ ム= P L C法にお ける･ 各10 p pm不飽和二糖標準品の
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クロ マ トグラム を示す .
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Ⅰ - ト3 定量性の 検討
A D ト恥 ADi-OS, AD ト6-S, ADi14S につ い て確立 したH P L C故にお ける
定量性を検討した綾果,､ い ず和の 木飽和二 軌芸お,しゝ富 海療好な直線性を有す る
検量線が得られた. 定量範 剛ま10p,m ol - 5 n n ol(
､
A ,Di 相A. ADi- OS, AD ト6S.
ADi-4S) で あり, 検出限界はS/N 比 = 2 で4成分と も4 pm o1で あ っ た. ま た変
動係数は, 1･7%(ADi- HA)1.5%(ADi- OS)1.4%(ADi- 6S)1.8%(ADi-4S)
と , 非常に良好な再現性が得られ た (n-5) .
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1 - 2 化学発光検出H P LC による不飽和ニ糖分析法の開発
近晩 生化学や臨床化学等の発展と ともに, タ ン パ ク質, 核酸. お よび複合
多糖粕な どの生体内高分子物質め優れた微量定量法の必要性が高ま っ てい る .
なか でも化学発光に よる測定法は, その 感度の高さ, 定量域の広さ等より様 々
な分野にお い て注目を集めるよう になっ た5 5). そ こで , 培養細胞あるい は微塵
の 生体拭料中G A Gをより高感度に定慶するため, 化学発光反応をH P L C検
出系に導入した, 塩蔵感度化学発うヒ検出H P L C法に つ い て検討した.
まず始めに蛍光性の ない 不飽和ニ糖頬を, 化学発光検出系に繁閑さ れて い る
ダ ン シル ヒドラ ジ ン 【卜naphthalen e s ulpho nyト5-(dim eLhylamino)hydr a zide】
に よ っ て 戦光誘尊捧化する条件を調べ , 次に ダン シル誘噂休化不飽和二糖の 分
離条件お よU
＋
.化学発光検出系につ い て検討した.
Ⅰ -2- 1 ダン シル ヒ ドラ ジ ン誘導体化条件の検討
CO O H
哲BHyOHNHAc
A Di･HA
45
'
c,1 50 如n
qiH3
N
ク
′
≒さ､
'
､モ
JS
S O2N H N H2
Dansy暮hydr a zin e
C O O H
○
O H nH Ac
A ク ′
ミb､
Da n sylhydraLZO ne- A Di･H A
(Dn s- ADi･H A)
ヽq:
ノ ≠
N
dTH,ヽ H3
Fig･1-4 De riv atぬtio n ofu ns atur ated dis a ccha rid
es with da n sylhydr azin e
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当研究室の 四宮ら は, ダ ン シル ヒ ドラジ ン をm い た'Bけ亡誘塀休化反応をC S
由来不飽和二糖に応用 し, 顎光検出H P L C法を既に確立 して い る5 6 '. ITig.1
-4にそ の反応原理 を示す. そ こ で, H A由来不飽和二糖にも応用する ため に反
応条件を改めて検討した . 確立 した条件は次節の 条件と合わせてFig. ト6 に示す .
ト2- 2 過剰なダン シル ヒ ドラ ジ ン の除去法の検討
蛍光誘導体化し た目的物質を高感度で H P LC分析す る場合, 反応に用 い た
過剰の蛍光試薬 (ダ ン シル ヒ ドラ ジ ン) は クロ マ トグラ ム上大きな妨害ピ ー ク
と なるため, 装置に 注入す る前に除去しなければな らない .
Da n sylhydra zln e
(yeJlo w)
Degradatlo nprodu cts
of da n Bylhydra zino
(gr e¢巾
Da n sylhydr8 Z O n
AD トHA(yeHow)
1 2 3 4 5
Fig. 1･5 T hin･1aye
,どchro m otogr a m s ofthe r e a ctノi
･
o n
miⅩtu r e siida n sylhyd,r a 2:in,ede riv ati孤tio m
La n e s:1=tlla nk;2 三de riy ati耽 d A D i
･E[ Awitho tl
E
extr?ction with tQlu e lle;3 = de riv ati2ed
A D トHA extra ctio n onc e with tolu e n e;4 司Ieriv atizd A D i 凋Å e xtra ctio ntwic e with
tolu e n e;5 =de riv ati2:ed A D トロe^xtr a ctio rLthre etim e s with loltJene ･T L Cc o nd itio n :platcI
K iesetge1 60;solv e nt
'
syste m･ 叩 r Oba n ol 川 -jsoprppan ol; n
･bubn ol:w ate r(30:45:5:20･
･ VIV)c ontainingO･0 4 M NaCland O･ .0 1 ”a mm o nl a aSfinalconc entr ation.
超高感度検出を目的とす る化学発光検出系にお い て は, 特に重要な問題で あ
る ･ そ こで , これまで ダ ン シル ヒ ドラ ジ ン の除去に伺い られて い る ベ ンゼ ン ,
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トル エ ン, ヘ キサ ン の 3種の有機溶媒引司豊岡い て試薬の抽出除去率を調べ た
と こ ろ, トル エ ン を用い た場合に最も良好な結果が得られた. そ こで除暮に用
い る トル エ ンの容塵, 抽出回数に つ いて 検討した.
トル エ ンの容盈は , 1 m1以上で は ほぼ 一 定の除去率にな っ たため, トル エ ン
の容鼠は1 mlと し た. 抽出回数に つ い て は. 卜5回で
r
l
l
L C法57' により検討し
た と ころ(Fig. 1- 5), ダ ン シル ヒ ドラジ ン は3回の抽出で ほ曙完全に除去でき た
が, 複数の ダン シル ヒドラジ ンの分解物は5回の 抽出で も除去できなか Jつ た･ i
か し.ながら, こ れらの分解物は, 後述する化学発光系にお ける発光強度が 悔め
て低い の で クロ マ トグラ ム に及ぼす彩響も小さ い た め, 抽出回数は3回と した ･
今回確立したダ ン シル ヒドラジン嶺光誘導体化の条件をFig･ ト6 に示す･
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.
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Aqu e o u sIayer
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卜2-3 分離条件の検討
分離系に つ い て は , 既にオリ ゴ糖頬の分離に使用され･ か つ それぞれ分離特性
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の異なるAs ahipak Nl12P- 50.TSXgel NH2 -60.TSRgel Amide 80および Nu cle o sil
100-5- C1 8の4種頬の カラ ム に つ い て検討した.
As ahipakNI.壬2P-50を用い る と, 試料注入時か ら長時間にわ たり ( 約30分間)
広い 範視で試薬が溶出し た. ダン シル化不飽和二糖の 分離能に関して は優れて
い る もの の, 溶離液を種々変化させ て み ても試薬の 溶出挙動に変化はなく, 1回
の 分析に非常に長時間を要した ･ ま た, Nu cle o sil 100- 5-C. 8のような逆絹糸o)
カ ラムで は, 使用範納内における溶離系で は ダン シ ル化不飽和二糖に対する 充
填剤の親和性が弱い ため に全く吸着せ ず不適当と思われた. 一 方. TSKgel Nl)2
- 60 の分離能は他の樹脂に比べ て良好で あるが . なお硫酸基を2個以上含む, い
わゆる過硫酸化不飽和二糖を分析する場合, 長時間 ( 約2時間) を必要と する.
こ の ためダン シル ヒ ドラ ゾン 過硫酸化不飽和二糖を分析する 場合に は , さ らに
時間の短縮を図らな ければな らない . ま た, TSKgel N112 - 60 と分離特性が 近い
TSEgel Am ide 80 で は, AD ト6SとAD 卜4Sを分離する条件を見出す こと はできな
か っ たが, 過硫酸化不飽和二 糖をも含めて 非常に良好な分離が得られ た. よ っ
て, 分析の目的に応 じてTSEgel NH2 -60お よびTS晦el 加ide 80引吏い 分ける こ
と にした.
Ⅰ -2-4 化学発光検出H PL C条件の検討
化学発光反応の 中で最も発光効率が高く, 実用性の高い 反応と して過シ ュ ウ
酸エ ステ ル 一 過酸化水素系が知られて い る . 化学発光の 反応機構に つ い て は,
Fig. 卜7に示す .
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こ の反応に開い る過シ ュ ウ酸エ ステル として は TCPO5 8 ), DNPO5 9), TDPO6 匂)
な どが市販されて い る . こ れらの試薬は目的に よ っ てそ れぞれ使い分けら れて
い る が, なかで もTCPO は安価である ため広く使用さ れて おり, ダン シルア ミノ
酸の 分析で は数100 fm olの レベ ル で検出できる こ とが報告されて い る8 1 ). しか
し, 化学発光試薬の発光効率 や発光の持続性は , 様々な条件により彩管を受け
る ため, 溶離液を含めた HP L C全体の条件を考慮して調べ なければならない .
そ こ で著者は, 上記3種の過シ ュ ウ酸エ ステル に つ い て 今回確立 した ダン シル化
不飽和二糖の分離条件を踏まえ, 検出条件を新たに検討し た.
上記の3種の試薬は, 通常アセ トニ トリル , 酢酸エ チル ,･､一ア セ トン などの 有機
溶媒に溶解して検出系に導入さ れるが, DNPO, TCPOの2種につ い て は, 溶解性の
点で 用い得る溶蝶に制限が ある. その ため, 溶離液の流速に対する試薬導入の
流速が, 例えば3倍か ら4倍に しなければ感度の上昇が望めない などの 報告 もめ
り6 1', 本研究にお い て も確認さ れた. それに対してTDPOは, 溶離液に用い た ア
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セ ト ニ トリル に対す る溶解怯も良好で, 混合時の 流速も溶離液の流速と同程度
に 設定して高い 感度が得られた･
p
そ こで, 検出試薬として 剛 ､る･過シ ュ ウ酸エ
ステ ル に はTDPOを選択し, 以後検討した.
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fl202漉度に つ い て は , TDPOの過度を0. 2 5mM に設定し, H202を0- 10 mM の範鵬
で変化させ , 最大相対発光強度を示 す濃度を最適濃度と し た. Fig. ト3(A)に示
すように . H202濃度が 3 mhIで最大相対発光強度が得られた . 次に, TUPO の濃度
につ い て検討した. H202濃度を3 mM に設定し, TDPO濃度を0- 1.5 mM の範囲で 変
化さ せて 発光強度を調べ た. Fig. ト8(B)に示 すよ う に, TDPO 1 mM で最大相対発
光強度が得られた .
反応コ イ ルの 長さ は試薬の混合, お よび化学エ ネルギ ー による励起効果の持
続性に影響する. すなわ ち, 反応 コイ ル が短 い と試薬の 混合が不十分で再現性,
お よび効率が低下す る. 逆に , 反応 コ イ ル が長す ぎる と試薬の混合に は充分で
ある もの の , 発光強度の低下が観察され た. 検討の 結果, 内径0. 25 m , 長さ
40 c mの反応 コ イ ル を用い た場合に最大発光強度が得られ た.
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以上の検討の結果, 確立 した化学発光検出H P L Cの フ ロ ー ダイ ア グラム と
確立 した条件をFig. 卜9 に示す. 過硫酸化不飽和ニ糠の 際に用い る条件と して
TSKgel Amide 80を用 い たc o nditio nlを, ま たA u ト6S とA Di-4Sを分析す る隙
に有効な条件と して TS馳el NH2 -60を用い たc o nditio n 2をそれぞれ示し た. 蕊
た標準品を用い て分析した典型的なクロ マ トグラ ム をFig. 1- 10に示す. そ れぞ
れの条件により, 各成分と も内部標準法で良好な直線性が得られた . 検出限界
はS/N比=3で 』DトIIAは100 伽 o1で あ っ た . 変動係数は各成分ともn=5で5%以内で
あり, 良好な再現性が得られた9 2･ 3 3 )
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Ⅰ - 3 前処理 法の検討
確立したH P L C法を, 細胞培養に用い た培地申や皮膚に含まれる H A およ
び G A G の分析に応 閉する ために は, まず こ れらの 試料か ら G A Gを･分離 ･ 精
製する ための前処理 が重要で ある . 特に皮膚は コ ラ ー ゲン やエ ラス チ ン などの
タ ンパ ク質が複雑に 絡み あ っ て い る ため, 他の 生体組織に比べて 前処理法に工
夫を要する.
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そ こで , 著者は本節に お い て細胞培養に用い た培地や皮膚か ら G A Gを分離
･ 梢駁する ための前処理法に つ い て検討した.
1 - 3- 1 細胞噌凍にmい た培地の 嗣処理
細胞培凍に開い た培地中 G A Gを経時的に 分析す るに は, 培地 に含まれ る多
段の アミノ 酸, ビタ ミ ン頬, 抗菌剤ある い は成長因子などのタ ンパ ク質を簡便
に除去し, しか も再規性良く GA Gを効率的に綿射しなければな らない ･
yo n edaら8 2 )は, ラ ッ ト皮膚繊椎茸細胞の将来培地からPr o n a s eに よるタ ンパ
ク質の 消化の後に, エ タノ ー ル 沈殿法により G A Gを分離し てい る. この 方法
は比較的簡易で, しか も再現性, 回収率とも に良好で あると報告されて い る ･
そ こ で こ の方法夜参考に し, 細胞培養に 馴 ､た培地20 LLl か らG A G夜精勤し,
不飽和ニ 楯を定数的に生成させる前処理法に つ い て 検討した･ 確立 した操作を
Fig. 卜Il に示す.
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1 -3-2 皮膚試料か らの G AG画分の調製
皮膚は表皮, 真皮, 皮下組織に大別される . 表皮, 真皮中に含まれる G A G
は こ れらを生合城する細胞も異なり. G A Gの 担う生理的な機能も ま た異な っ
た ものと考え られる . そ こで 皮膚の G A Gを分析する場合に は, 表皮と舞妓を
分離し, それぞれ に含まれる G A Gの分析結果を評価し なければな らい .
表皮. 真皮の分離は古くか ら種々 の方法が考案さ れて い る. 吻理的な方法と
して熱処理 してタ ンパ ク質を変性させ , 表皮を剥ぎ取 る方法$ 3' , 陰圧に して 表
皮と真皮を分離す る方法6 4), ミ ク ロ ト ー ムを用い て 表皮を切り離す方法8 5 'な
どが報告されて い る. ま た, 化学的な方法と して 酸また はア ル カリに よ っ て 処
理 し, タ ン パ ク質を変性させ 切り離す方法6 6), タン パ ク質分解酵素を用い 基底
膜のタ ンパ ク質を分解し分離する方法6 7, 6 8 'などが ある. 各方法ともそれぞれ
一 長 一 短があり, い ずれも - 般的な方法となり得て い ない . 最近, I(ita n oら
68} は, Ba cillu s polymyxaの培養液から得られたタ ン パク質分解酵素の 一 種で
あ るDispa s eを用 い て, 表皮角化細胞間結合を切断す る こ となく,･ 表皮と真皮を
分離する ことに成功した .
そ こで. 以上 の分離法に つ い て比較検討した結果, Dispas eを用い て 表皮と真
皮を分離する こ と と した . 酵素量, 消化時間など新たに検討した結果, Fig. ト
12に示す表皮, 真皮の分離操作を確立 し た.
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表皮ある い は真皮か らG A Gを定量的に分離 ･ 精製するためには, 皮膚組織
に特徴的な物理的強度の大き い コ ラ ー ゲ ンや エ ラス チンな どの弾性繊維や, 様
々 な細胞成分を破壊 して G A G朗由出しなければならず, ))uえて多塵の核酸.
脂質など をできる だけ除去しなければならな い . そ の ため再現性, 回収率が良
好なG A G の分離 ･ 精製法が報告された例は ほと ん どない ため, 今陶新た に検
討し, こ れを確立 しなけれ ばならな い .
そ こで , 従来より哨乳動物の臓器などか ら G A Gを分離 ･ 精製する ため の 前
処理法と して用い られて い る小泉 ･ 中村の方法
69'と, 血清中G A G の分離 ･ 精
製法として用い られて い る榎村 ･ 椋田の方法7 切)を参考にrして 種々の条件を検討
し前処理法を確立した. 操作方法をFig. 卜13に示す.
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Ⅰ - 4 G A G由来不飽和ニ楯の 納如法
確立 したlI P L C法によ っ てI.l Aを高感度分析する ためには, 培地や皮慣試
料より梢射された G A Gか らII A由来不飽和ニ楯を正餐的に生成させ る条1'串を
確立しなければならない . H A か ら A Di-I]Aを生成す る酵素と してCho ndro -
i七in a s eABC, Cho ndr oitin a s eACll, flyalur･oida s eSDなどがそ れぞれ精製さ れ,
既に市販さ れて い る . しか しながら, これらの酵寮を用い て G A Gを分解す る
場合, 消化射牛, 基質特異惟などに いく つ か 不明な点が残されて い る .
そ こで 著者は, llyalurollida s eSD, Cho ndr oiLinase ABC, Chondr oitin a s e
^C11を用い たIr‡A の消化灸件に関して, 詳しく検討した.
Ⅰ - 4-I 1Iyalu r o nida s eSDによる H Aの消化条件の 検討
tlyaluro nidas eSD はStrepto coc cu sdysgala ctia eの培養液か ら, 統安分画お
よびECTEORA-Cellulose, Phospho -Cellulo s e, S叩ha c ryl S-300カラム クロ マ ト
グラフ ィ ー により浜井ら4 8 )に よ っ て1986年初めて精製さ れた酵素である . fiÅ
の β -”- アセ チル ー D - グル コ サミ ニ ル (1 -4) ダルク ロ ン酸結合 創見離反応に よ
り切断し, 非還元末端にA -4.5- ダル クロ ン酸残基, 遇元末端にN- アセ チル ー D-
グル コ サ ミ ン をもつ 不飽和二糖を生成する . こ の酵素は硫酸基をもたない コ ン
ドロ イチ ン (C O S) にも作用するが, そ の分解速度はH A に比べ て1/10- 1/
2 0と低く , 他の G A Gすなわちコ ン ドロ イ チ ン 4硫酸 (C S 4 S) , コ ン ド ロ
イ チ ン6硫酸 (C S (∋S) , D S, H P, H S お よびケ ラタ ン硫酸には作間 し
な い と い われて い る . 本酵素により H Aを消化する ための酵素量と消化時間を
検討した.
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まず始めに最適な酵素畳および酵素反応時間を調べ る ために, 100 ppmの H A,
c o sな混合した標準試料 20I11を用い , 0.i Npho sphate buffe r10FL1と
llyalu r o nida s eSD 10FLl加えて 検討した . 反応温度は37 ℃に固定し, 酵素塵
お よび消化時間をそ れぞれ変化させ た試料液に. 0.OI ”HClを40 FLl加えて 反
応を停止 し, 1().00 xgで10分間遠心分離した後, 上溌液を確立したH P L Cに
注入した.
最適な酵素慶に つ い て の 検討結果をFig. 卜14に, 消化時間につ い て検討した
結果をFig. 卜15 に示した . Fig. 卜14 に示したようにH A, C O Sな完全に不純
和二糖に分解する ために は 0.01 口 が適当で ある と思われる . またFig･ 卜15 に
示 し たように , H Aは約10分間で完全に不飽和二糖 へ の 分解が終了するが , 添
加し たC O Sをす べ て不飽和二糖に消化する ため に は約2時間を要し た･ こ の た
め生体試料に含まれ るH A およびCO Sを定量する場創こは, 消化時間を3時間
に設定し た. 確立 した酵素消化条件をFig. 卜16 に示 す.
午H2O 50･ 2 0 p8
1 011亀
1 011宅
HP LC a n aly別 8
Fig.1･16 En zym a伽 d噛estio mpr o c c伽 re of G A Gwith
Hya且u r o nidaseS D
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i -4-2 Cho ndr oitin a s eÅBCとCho ndr oitin a s eACII によ る H A の消化条件
cl10 ndr oitin a s eABC とCho ndr oitin a s eACIl は, 古くから H Aを不飽和二糖に
消化する こ とが知られて おり, しか も比較的安価で 人手可能で ある . しか し,
これ らの酵素は H Aに対する特異性が低く , Cho ndr oltin a s eABC を用 い た場合,
H Aのみ ならず, 硫酸基を含むC Sと DS も同時に構成す る不飽和二糖に分解
する. また, Cho ndr oitin ase ACIIを用い た場合に は, H Aと C Sをそれぞれ対
応した不飽和二糖に消化し, グルタ ロ ン 酸の かわりにイズ ロ ン酸を含むD S に
は作伺しない . 確立 した蛍光検出ポス トカ ラム H P L C に よ る分析法は ,
Cho ndr oitina s eABC とCho ndr oitin a s eACIIを用 い て H A, C S, D S か ら生成
した不飽和二糖を完全に分離す る ことを考慮した方法で ある ため, H A, C S,
D Sを 一 斉に分析する こ とが で き, 非常に有用な方法で ある .
現在, H A, C S, D S が混在する生体試料申の各G A Gを定量する場合,
Cbo ndr oitin a s eABCとCho ndroi七in a s eACIIの2種の酵素の基質特異性の遠い に
着日し, そ れぞれの酵素を用 い て試料を別々 に消化し, 生成する不飽和二糖の
定量値の差が D S由来不飽和二糖に相当する もの と考え ら れてい る . しか しな
がら, こ の方法に は い く つ かの問題点が ある. そ の1つ は還元末端に近い 橋渡し
構造に近接する二糖に対する両酵素間の活性の遠い で ある 7 ‖ . すなわち,
Cl10 ndr oitin a s eABCは橋渡し構造に近接す る 二糖に作用しない の に対し,
Chondr oitin a s eACIは, この 部分も消化する . 従 っ て . 同 - 真の C Sを消化し
た場合, Cho ndr oitin a s eABCを用い ると定量値が低い . さ ら に, 2番目の 問題
と して基質に よる分解速度の 速い が 大き い . すなわ ち, Cho ndr oitin a s eABC は,
H Aや硫酸基の ない C O S･ に対する分解活性が低く, 硫酸化度の低い G A Gを
cl10 ndr oitin a s eABCで消化する場合, Cbo ndr oitin a s eACII に よる定量値の差を
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D S由来の 不飽和二糖盈とする ために は酵素患お よび反応時間に注意を払わな
ければならない 7 2
‾ 7 A )(Table ト1).
甘払わ且e 且-且 取e蜘豆ve e m野 m 汲伽 a c鶴Ⅴ純量e s o官C払o ndr oi 伽as e
A 取C汲md C 恥o ndr oitim a s eA C丑耳
C hondro
.
8蜘1aS eÅBC Chondro盲tina s eAc悶
CS4S
C S6S
粥Å
COS
DS
1(冗)
1 0 0
2
20
4 0
1 0 0
l oo
32 0
195
0
荘汲Ch e n 2;ym 瓜如 a c伽ity W ZLSprCS e汲ted a s r血 tivc% tothe v alu e
ol如dned wil血 C S4S汲S 汲S ubstrAte.
G A G
H20 50･200pl
o.1 M Tr7s･ H CI buffer(pH 8.0) 10pJ
o.2 U / 101J C horldroitinas eAB C 5pJ
o.2 U /l o一l C ho ndr o附n ase A C n 5pJ
in c ubate at37
oC fo r3hr
20pl
HP L Ca n a[ysi9
20pI
o.1 ” Acetate buffe r(pH 6.0) 1 0卜]
o.1 U /1 0pJCho rldroitinas eACI IO ドJ
in c ubate at 3 7oC for3hr
H P L Ca nalysL与
鞄 1-17 伽zym aticdigestio npr o c edu r e oFGAG wi軸 Condr oitin
ase A BC
ad dedChondr oitinase A CIⅠa nd withCho ndr oitinas eACⅠ‡
そ こで, H A, C S, D S由来の不飽和二 糖を生成する場合, H A に対す る
ch｡ ndr oitin a se ABCの活性の低さ を補う ために, 試料にCho ndr oitin a s eABC に
加えて さらにCbo ndroi七in a s eACIほ 添加し, 両酵素の 存在下 で消化して得られ
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る総不飽和二糖量と, Cho ndr oi七in a s eACII消化のみ で得られる不飽和二糖真の
差をD S由来不飽和二糖量と した.
確立 した酵素消化条件をFig. ト17 に示す.
Ⅰ - 5 考察
著者は, 生体試料に応用可能な高感度の H A分析法に つ い て検討し た. まず
H Aを特異的に分解する酵素を用い て分解し, 生成する不飽和二糖を2- シ アノ
ア セ トア ミ ドを用 い た蛍光検出H P L C により分離定量する方法を確立した.
本法は, 従来分離する こ とが困難で あ っ たH A, C S, D S由来の不飽和二
糖7成分をグラ ジ ェ ン トシステ ム を使網する こ となく分離後, 2- シア ノ ア セ トア
ミ ドとア ル カリ条件下で 反応させ, 生成す る蛍光誘導体を特異的に か つ 高感度
で検出する蛍光検出H PL C法で ある. 本法は, 従来用 い られて い たU V検出
法に比べ て10倍以上の感度が得られ, H A のみならずC S, D S由来の不飽和
二糖も含めて特異的にか つ 高感度に分析する こ とが可能とな っ た. こ の方法は
数FLgから数百ngの GA Gを分析する こと がで きる .
1
さらに, より微量な生体試料に応用する場合の 高感度化を目的に , 最近新し
い分析法 として注目されて い る化学発光法を応用 し, 化学発光検出ポス トカ ラ
ム H P L C法に よ る H Aの起高感度定量法を確立 した . 本法 は, 蛍光検出H P
L C と同様に酵素消化に よ っ て生成した不飽和二糖類を, ダン シル ヒ ドラジ ン
に よ っ て蛍光ラ ベ ルイヒし, H P L C に よっ て 分離した後, 過シ ュ ウ酸エ ス テ ル
ー 過酸化水素化学発光検出系で検出する定量法で ある . 本法により, H Aお よ
びC S, D Sが数十ngか ら数ngの レ ベ ル で超高感度定量する こと が可能となり,
従来, 多量の試料を要して い た血液幹細胞や結合組織細胞中G A Gを分析す る
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こ と もで きる .
一 方, 細胞培養に開い た培地や皮膚組織などに含まれるG A Gな正確に 定慶
する ための前処理法 乳 従来法の長所, 短所を掩まえて検討し, 回収率, 再現
性と もに 優れた方法を新た に確立した. また, rlA, C S, D Sから不飽和二
糖教生成する酵素に つ い て は, そ の基質特異性な どに関して不明瞭な部分が多
い . その ため, H Aを分解する ために用い る Hyalu r o nida･se St)によ る消化条件
軌 再度検討しこ れな確立した. tlyalu r o nid8 S eSDを伺 い る こと により短時間
で H A沓分析する ことが可能にな っ た. - 方, 基質特異性は低い が, 安価で 広
く繁nほ れてい るChorldr oitin ase ^弧 Cho ndroiじina.q eA(:ll につ い てむ消化免
件を再検討し. こ れな確立した. 2横の酵素をイ重い 分ける こ と により王IA, C S,
D S の同時分析む可能にな っ た.
以上, 細胞培薬に悶い た培地に合成さ れたH Aや, 皮膚に含まれる‡･i Aの 正
確な註性および定盈分析が 可能とな っ た. 以下 の費にお い て , 確立し た分析法
を用い , 皮膚に お けるl･l Aの生理的役割の 解明を試み た.
-29-
第ⅠⅠ尊
慮膚由来培養細胞の分化 , 増殖における
” A の合成能の測定
皮膚は, H Aの 生理的意義につ い て最も広く研究さ れて き た組織の 一 つ で あ
る･ Fig･2- 1に示すよ うに, 皮膚は表皮(Epide r mis), 真皮(De r m主s), 皮下組織
(Subc uta ne o u sfat laye r)か ら構成されて い る7 5'. H A は, 真皮結合組織間充
質と して繊維形成や水, 電解質運搬などに寄与して い る. また, 表皮細胞間接
着物質と して も重要な役割を果た して い ると考えられて い る 2 8 '. - 方, 皮膚に
お けるH A の生合成, 分解に つ い て は, 生体内にお ける様 々 な生理的要因およ
び疾病などの彩響を受ける こ とが 知られて い る畠2' .
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近年, Underhillら は ラ ッ ト皮膚繊維芽細胞にfl A に特異的な レセ プタ ー で あ
る C D 4 4 が存在す る こ とを報告し, C D 4 4 が細胞骨格タ ンパ クである アク
チ ン フ ィ ラメ ン トと親和性が強い こ とを明らかに した. ま たTu rley7 6) は, ニ ワ
トリ心臓由来繊維芽細胞の細胞膜上にH A依存性のTyr o sin ekin a s eな どを含む
Ii A結合性タ ン パ ク複合体が存在する こ と を報告し, こ のタ ン パク質複合休を
介して , H A が細胞間情報の 伝達媒体で ある可能性を示唆して い る .
以上の 矧韓深い 知見から. 皮将に存在するIi Aの 生理的役割につ い て も, fl
Aが単に皮膚の結合組織間充質として のみ存在する ので はなく, 細胞間情報を
担う伝達媒体として重要な役割射角じ, 細胞の分化, 増殖, 移動などに深く関
わ っ て い るもの と考ネられる1 3'
近軌 急速に進歩した細胞培凍法は, 複雑な生命現象な理解する上で慶安な
研 究手段と なっ て い る2 ト 2 9･ †7 ), しか しなが ら培養細胞な伺 い た様々 な検討は,
G A G につ い て の報告も含めて すべ て放射性物質を 剛 ＼た方法†8
- 8 功)が主流で
ある. ま た. 培養細胞の 分化 増殖とそ れに伴 っ て 台風 あるい は分解さ れる
生理活性物質との 関連を調べ る上で問題となるの は, 実験の性質上, 長期にわ
た っ て放射性物質を培地に添加す るため. 放射線の 暴露による細胞障宰を無視
する ことが できない . 今回確立 したH A の微量分析法は, こ れまで報告されて
い る培養条件と は異な っ た培養細胞を用い た検討を可能に した.
H A の生合成機構に関して は. 他の硫酸化を受 けた G A G と異なり極めて特
徴的である . H A の合成部位は原軌 其核細胞どちらにお い ても細胞の原形質
膿に ある H A合成酵素に よる こと がPr ehm
8 l･ 8 2 'によ っ て示され た･ さ らに, こ
の H A合成酵素は, 口DP- ダルク ロ ン酸とUDP- N- ア セ チル グル コ サ ミ ン を基質に
交互 に転移し, H A糖鎖を細胞膜の外側に向か っ て 伸長する こ とが明らか にさ
れ て い る . 以上の知見は, 培養細胞におい て合成さ れる H A は, 培養培地中に
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分泌されて い る可能性を示唆してい る ･
そ こ で著者は, まず表皮からは分化の過程が 詳しく調べ られて い る表皮角化
細胞を, 真皮か らは 広く研究の 対象に用い られて い る繊維芽細胞を取り上げ,
細胞の分化および 増殖と, H Aの量的変動の 関連性を調べ た . 培養細胞は 市販
の ヒ 卜由来表皮角化細胞, お よび ヒ卜由来真皮繊維芽細胞を購入し . 無血 滑培
地 で培養して培地 に合成される由Afa:, 既に確立 した分析法を 剛 ､て経時的に
分析した. さらに , 細胞の 機能, 分化, 増殖などに鮎轡する こと が知られて い
る種々 の活性物質(Table 2-1)を培地に添加し, それぞれの細胞の王i A合城能に
及ぼす影響を調べ た｡
甘赴払漫e急-且 Åc息最v e各組bs息姐1且CeS 政見洩d亀瓦陀訂um c且最o且盲S
O c劫C且之 r eg 地 色o r of ke r a鮎 o cy&ed星We re 馳ぬ 鮎 姐
○ 取成量n oic 汲C星d(鼠A)
s叩PreSS O r OF ke r 汲鵬m o cy臨 d孟£臨re血色払色孟o m
&ctiv &br oF 汲Areceptor
○ ?d
i
b
b
c
uS)
CA M P a 血 色o r o 伽 色eim 蜘 - eA(P 監A)
O T PA &c蜘 AtO r Of Pro(elm kim 皿S eC(P 駄C)
ll- 1 培養ヒ ト正常表皮角化細胞か ら合成さ れる H A の分析
ー H A は真皮結合組織間充質の重要な構成成分で あり, 真皮に含まれる H Aに
つ い て は, 種々 の 研究が行われて きた2 6) . しか しなが ら表皮に 含まれるl･lA に
つ い ての研究は, 最近まで はとん ど進ん で い なか っ た.
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表皮を構成す る細胞の 約 95別ま表皮角化細胞であり, こ の細胞はFig. 2
-2 に示
すように分裂能力を有する基底細胞層(Ba s al c elllaye r)か ら有様細胞層
(spi11 0 u S C ell laye r), 根粒細胞層(Gr a n ula r c ell laye r), 脱核した角質細胞
層(St,r atu m c o m eu m)へ と分化す るこ とが知られて い る
7 5'
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野畳g｡2-2 S加 cも即 e O雷epide r m畳s
組織化学的な方法によ っ て, ヒ卜表皮角化細胞間にわずか にH A が存在する
こ とが認め られて い る8 = 5- . Mie r良Wo od2 3
一 に よ れば. 表皮に含まれる G A
G の 総量は, 真皮の 約1/5 で あ る と事良貨し, こ の量的な検討結果か ら, 皮膚に 含
まれる G A G はすベ て真皮の 繊維芽細胞により合成される と いう結論を提出し
た. その 後, 上皮系の細胞が G A Gを合成する こ とが明らか になり
8 6- 8 8'
, 表
皮角化繊胞の G A G合成能に つ い て も, 皮膚の組織培養を用い て研究され るよ
ぅ に なり, 近年で は, Br o w n良 Parkin s o n
79' が培養 ヒ 卜表皮角化細胞を 剛 ､て
検討した結果, 表皮角化細胞に も G AG合成能が存在す る こ とを明らかに し た･
さ ら に, 合成される G A G につ い て も調べ , G A G に占める割合はそ れぞれH
A5 4%, H S33%, C S13 % である こと を認めた･ また, 同じ細胞をSV40 ウイ
ル スで形質転換さ せ る と, 主に H Sを合成す る よう になる と報告して い る
7 9'
･
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Robe rts ら8 也〉によ る追試も行なわれ. 同様の結果が確認さ れた. 但し, 彼 ら
の開い た培養法T 7 )は, feeder laye rを伺 い た特殊な条件, すなわち表皮角化細
胞 の 支援を目的に γ 線照射処理 した マウ ス由来の 繊維芽細胞を予め培養容器に
覆い , 通常より少ない 表皮角化細胞を接種す る方法を採用 して い る. この 条件
で は, 接種細胞数が少なくて も培養容器 へ の定着, 増殖が良い 反面, 繊維芽細
胞の 彩響を撫祝する ことが できず, この よ うな培養条件で は構成さ れ た基底膿
由来の H Sの混在は容易に予想で きる. 一 九 木花89 )は培養ヒト表皮角化細胞
を単独で 培養し, 合成される G AG は主に H Aで ある こ と, 単独培養条件で は
H Sの合成は観察さ れない こ とを報告して い る . 以上 のように, 用 い る培養法
の 遠い に より得られ る結果が異なり, 表皮角化細胞が 合成す るG A G に関する
研究を再検討する必要が ある. そ こ で , 本章で は培養ヒト表皮角化細胞を単独
で培養し, 培地に合成 ｡ 放出される H Aを経時的に分析する ことに よ っ て 細胞
の増殖, 角化の進行と H A合成能の関連性を調べ た .
Ⅲ - ト1 無血清培養表皮角化細胞か ら合成さ れる H A
ヒ ト表皮角化細胞を2.5 0 c ells/c m2の 接種密度で10 c m2の シ ャ ー レ に接種 し,
1日お き に培地交換を行い 培地に分泌され たH Aを分析した . 培地 に含まれる H
A濃度と細胞密度の 関連をF王g.2-3 に示す.
培地中の H A濃度は細胞が 増殖する に従い増加し, c o nflu e ntに達す る培養8
日目か ら12日目 にか けて最大値を示 し. そ の後, 角化が進行する に つ れて徐々
に減少した . 細胞の 形態を銘微鏡下で観察す ると, 細胞が c o nflu e ntに達する と
最終的な分化が開始され, 培養8日目か ら12日E引こか けて は有練細胞が 多く存在
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する こ とが 認めら れた. 愚近の組織化学的研究か ら, 表皮にお けるH A の存在
部位は, 有糠細胞層の中間部と上郡にⅠi A が局在して い る こ とが報告されて い
る 8 S, . 今回の実験結果と併せ て考え ると, 袈鹿角イヒ細胞の 剛ヒ進行の 過程に お
い て 有轍細胞期に おい て 最もH A合成能が高まる可能性が示唆された I
Ⅰ卜1- 2 カル シウ ム添加によ る影響
培地中の カル シ ウム過度は, 表皮剛ヒ細胞の分化に大きな艶轡を与え る因子
の 一 つ で ある こ とが 知られて い る9 g･9 = . そ こ で著者は. カル シ ウム に よる角
化の進行とH A合成能の 関連性を調べ る ために, 表皮角化細胞針圧カ ル シ ウ ム
培地(0. 03 mM)で c o nfl11 e ntになる まで培薙し･ c o nflu e ntにな っ た時点で カル シ
ウム を最終濃度1 mM になる ように添加して培養を継統し･ 経時的に培地中の H
Aを測定した.
ヵ ルシウ ム添加後2日目の 細胞像をFig･ 2-9に, また コ ン トロ
ー ル の細胞像を
-35-
Fig. 2- 8に示す. 2枚 の像を比較す ると, カ ル シウム を添加した細胞で は コ ン ト
t 卜 ル に 比べ 細胞間の鳩界が 不明瞭になり, 細胞間統合, すなわちデ ス モ ゾ ー
ムの 形成が進行して い る こ とが推察され る. また精粒細胞に特徴的なケ ラ 卜ヒ
アリ ン頼粒を含む細胞も, コ ン トロ ー ル に比べ 多数観察さ れた.
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Fig. 2 - 4 には, カル シウム を添加した培養細胞の H A産生量と. 角化進行の 指
標で ある c o r nified e n v elope s 9 2 'の数を14日目の細胞に つ いて 測定し, コ ン
トロ ー ル に対す る比と して示した . カル シウムの 添加後, H A産生畳はコ ン ト
ロ ー ル に比べ減少す る傾向を示 した. ま た, c o r nified e nvelopesの計数結果か
ら推察する と, カ ル シウ ムの添加に より角化が進行 して い る こ とが 明 らか とな
っ た.
La mbe rgら9 3' は, マ ウス表皮角化細胞をカ ル シウ ム濃度の 異なる2種類の培地
で培養した結果, 低濃度の カル シウ ムで は細胞は分裂を続け, 重層化せ ず増殖
したの に対し, 高漉度の カル シウム を含む培地で は増殖が停止し, 重層化お よ
-36-
び角化が進行する こ とを明らかに して い る. しか も高濃度の カル シウムを含む
培地で培養した場合, 低濃度の カル シウム を含む培地で培養した場合に比べ て ,
銘著なH A産生盈の 減少が観察され たと報告して い る･
以上の こ とか ら, カル シ ウムの添加が. 表皮角化細胞の精粗細胞お よび最終
的な角質細胞へ の 分化が促進され, H A合成が盛んな有轍細胞に留ま る期間が
時間的に短縮さ れ, 結果的に H A産生盈の減少が生じたと推察される･
Ⅰ卜l-3 Retin oic acid(RA) 添加による彩響
Re､Li｡ ｡ic a cid(RÅ)は , Vita min A(r etin ol)が酸化さ れて生成する物質で あり･
細胞の分化 増殖の 制御や形態形成へ の関与など, その生漸古性は多岐に わた
る こ とが 知られて い る . 随表皮9
4'
, 角 脚 5 ', 食道96'などの上皮組織にお い て,
RÅは分化な抑制する こ とが 知られて い る. そ こ で, 表皮角化繊胞がc o nflu entに
な っ た段階でR臓 添加し, H A産生畳の変化を検討した･ Fig･2
-1Oに示 したRA
添加後2日肖の細胞像をコ ン トロ
ー ル の細胞(Fig･2- 8)と比べ ると, R絶 添加す
る こ とに よ っ てカル シウム を添加した場合とは異なり･ 細胞間が 非常に明瞭で
あり, ケ ラトヒア リ ン精粒も観測さ れなか っ た･
Fig.2-5 に, Rほ 添加して培養した時の 培地中H A の産生畳に及ぼ す影響を示
す. RA の添加後H A産生量が急激に増加し, 最大値で は コ ン トロ
ー ル の約4倍の
Ii A産生畳を示し, その 後は急激に 減少した･ 最終角化の 指標で あるc o r nifi
-
ed e n v elope sの数は , コ ン トロ ー ル に比べ て減少して い る こ とか ら･ R旭 添加
する こ と に より最終的な細胞の 剛ヒは抑制される も の と推察される ･
-37-
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以上の結果か ら, llA{a:l宮地に添加して培養する こ とにより, 表皮角化細胞の
分化が抑制され, 絶果的に有糠細胞の状態に留まる期間が 長くな っ た こ とが,
II A産生畳を土曽加させ たと考えられる9 7 ). 最近で は, ある穂の細胞の細胞質に
RA に親和性をもつ タ ン パ ク質, すなわちRÅレ セプタ ー の存在が報告さ れ, こ れ
を介するRA の情報伝達系の存在が注目されて い る9 8 '. 表皮角化細胞に おける同
様のRAレセ プタ ー の存在に つ い て 披明らか で はな い が , RA のH A合成促進効果
と併せて考えて み る と非常に興味深い .
Ⅰト ト4 Dibutyryl CAMP(dbcAMP) 添加に よる影響
dbcAMPを培地に添加して細胞を培養する と, 細胞内郡の様 々 な生合成ある い
は分解経路に影響する こ と が知られてい る . 例えば コ ラ ー ゲ ン99). メ ラ ニ ン
-38-
1 M )
, G A G合成の促進6 2･ 1 9 1 ), Alkaline pho sphatase1 8 2), Gluta min e
syntheta s e川 3 )な どの活性化などが報告さ れて い る .
著者は, 表皮角化細胞の H A合成に及ぼすdbcA 肝の影響を検討する ために
c o nflu e ntにな っ た時点で培地 にdbcAMPを最終洩度0. 1 m削こなるように添加した ｡
dbcÅMP の添加後, 2日目の細胞像をFig. 2- 11 に示す. カル シ ウムを添加して培養
し た場合と同様に, 細胞間の境界が不明瞭と なり, デスモヅ ー ムの 形成が進行
して い る こ とが観察さ れ, 角化が進行して い る こ と を示 して い る.
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Fig. 2-6に は, 表皮角化細胞の H A産生量に対するdbcAMP添加の影響を示す･
dbcÅMPを添加する と. 添加し た直後はH A産生量がやや増加する傾向がみ られ,
14日目の細胞の c o r nif.土ed e nv elope sの計数結果に よれば, かなり最終的な角化
が進行して い る こ とが明らか になり, dbcAMP添加に より分化が促進さ れた こ と
が 認められる .
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カル シウムの添加実験の結果と異なり角化が進行したに もかか わ らず王1 A塵
生畳が増加し たの は, 有職細胞に留る期間が 短い ために起るII A塵生恩の 低下
よワ も, dbcAMPを添加する こ とに よ っ てdbcAMP が直接有沖細胞にお ける H Aの
時間当たりの合成を促進した もの と考え ら れる .
1ト ト5 TPA添加によ る彩響
ホル ポ - ル エ ス テ ルで あるTPAは, Pr oLein killa Se C(PRC)を直様活性化し,
分化 増殖に大きく彫響する薬剤と して培養系な伺 い た検討に広く用い ら れて
い る'日4
- 1 8 6 )
. 細胞外 マ トリ ッ クス と関連する研究は , 培養ラ ッ ト繊維芽細胞
を 剛 ､て, TPA処理 によりフ ィ プ ロ ネクチ ンな どq)合成が 減少す る こ と などが報
告され て い る にす ぎない 川 T ･ 1 8 8 )
そ こ で著者は, 表皮角化細胞の H A合成に対するTPÅの彩響を検討する ため に .
c o nflu e rltにな っ た時点でTPAを･最終洩度1OOn削こなる ように添加し, H A産生
量の変化を調べ た.
Fig. 2 - 12 にTPA添加後2日目の細胞像を示す . TPAを培地に添加する と重層構造
をとり , 網目状に細胞が 並び形態的には コ ン トロ ー ルの 細胞と全く異なる様相
が 観察さ れた .
Fig. 2 -7 にTPAを添加して培養し たと きの , 表皮角化細胞の H A産生真に及ぼ
す影響を示す. TPAを添加して培養す る とH A産生量は著しく減少する の に対し,
14日目の細胞の c o r nified e n v elope sの 計数結果は コ ン トロ ー ル と大差が なく,
顕著な分化の進行は観察さ れなか っ た. しか しTPAを添加する と形態的に は全く
異なる細胞像を示 し, 分化の 進行が影響 を受けて い る もの と推察される .
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またTPAを直接哨乳動物の 皮膚に塗布すると, 表皮の 肥厚化が起り, 尋常性乾
癖様の い わゆる不全角化症が誘発さ れると い う報告がある
1 q 9)
･ こ れらの こ と
から, TPÅを培地に添加して培養した細胞は. 将校細胞と角質細胞の中間的な,
分化の進行が不完全な状態o3脚鮎こ留り, 結果的にⅠ
･1年合成能が低下する もの
と推察さ れる . ま たTPA がP 附こ直接関与する こ と から, fI A の生合成系に対し
てPRCが関与する可能性が示唆さ れた.
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ll - 2 培養ヒ ト正常畠皮繊維芽細胞か ら合成される G A Gの分析
真皮の 約7 5別まコ ラ - ゲ ン や エ ラ ス チ ン な どの 弾性 タ ン パ ク繊維が占めて お
り ｡ そ の 繊維成分の 間 引I AやP G が効果的に埋め て い る . 十方, 真皮にお け
る細胞外マ トリ ッ ク ス成分の 合成 に寄与する細胞 は, 繊維芽細胞である ･ 純綿托
芽紬FI
'
dは発生-1 0 ･ l l l ', 炎症 ‖ 2' , 組織帽復- 1 3 'などの 時 に 組織を鳩築する 過
程で 活発に こ の ような践分の 合成を高め, 細胞外環鳩馴亘常的に維持し , 制御
する こと が知 られて い る ,
古く か ら, 繊維芽細胞l H
･- -2 6'
, 軟骨細胞1 2ト = -', 上皮細胞8 2
- 84 'な どに
っ い ては, 樹立細胞株を 剛 ､て , 王一iA お よびその 他の G A Gの吐 合成に関し て
研 究されて い る. そ の 多く は, 【3il]glu c o sa mine, [
3 5s]s ulfatJefj:ビの 放射活性
q勿質 郎削如こ添加し, 合成さ れたG AG に取り込 まれた放射活牲を調べ るプは
を 馴 ､て い る. しか し長期間 の培養条件下 で検討する ために , 放射線に よる細
胞障害を無視する こ とが で き ない . ま たglu c o s arnill eやs ulfaLeを多鼠に 含む培
地中で培養さ れた細胞が 合成する G A G は. 本来の 繊維芽細胞か ら合成さ れる
〔; A Gを反映して い ない 可能性も懸念されて い る ▲
そ こで , ヒ 卜真皮由来繊維芽細胞 馴乾山消培地で 培養し, 1
'fuulに合成さ れる
王･lA, C SおよびD Sを経略的に分析し, 細胞の 増殖お よび践熱との 関連性を
調 /くた . ま た, 表皮角化細胞の場合と同様に活性物質を培地に添加して培養し,
tiA, C S, D S合成に及ば す彩響に つ い て も検討した･
1 卜2- 1 無血清培養真皮繊維芽細胞か ら合成され るG A G
ヒ ト真皮繊維芽細胞を無血滴培地で培養し･ 培地 に合成さ れる H A, C S･
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D S を分析し たと こ ろ , 検出され た主要な不飽和二糖は H A由来ADトuAとD S
由来』D 卜4Sで あり, さ らに微量の C S由来』D ト4S, 』D ト6S が検出さ れた.
次に繊維芽細胞を シ ャ ー レに接種してか ら, 1日おき に培地の 交換を行い , 培
地巾に合成されたⅠトA, C S, -1)Sを桂時的に分析 した. そ の結果 馴;ig.2- 14
に示す.
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培地に合成され たIi A量は, 培養開始後3日目 におい て最大値を示 し た. その
後は徐々 に減少しc o nflu e ntに達して か らは ほぼ 一 定量のIiAが合成されて い た.
一 方, 初期の H A産生量の減少とは逆に. D SやC S の産生塞が増加した . 3日
目の細胞数は. 11日目に c o nflu e llLにな っ た時点の細胞数の約1/4 であり, 増殖
期にお ける繊維芽細胞l個当たりのf壬A合成能時非常に高い こ と を示して い る .
この こ と は H A が細胞増殖と深く 関わる こ と を示唆する もの である ‖ 6
- 1 2 8)
ま た D S と C S は細胞数が増加する に伴 っ て合成さ れ, 細胞の成熟に関与する
可能性が示唆さ れた .
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ll-2-2 カル シウム添加による彩響
表皮角化細胞の 場合に添加したカル シウ ムと同洩度の カル シウム 軌 繊維芽
細=他の 場合に はc o nfltlenいこなる 直前, すなわちs ubc o nflu e ntにな っ た培養7日
目の 収態に培地 に添加し, IrIA, C S, D S合成に及ぼす影響を調べ た.
subc o nfl,ue ntの状態にお ける細胞倦怠Fig.2
- 13に, 分析結果を Fig.2-15 に示す.
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カ ル シウ ムを添加して も表皮細胞の場合とは異なり, 繊維芽細胞の形態に は
ば とん ど変化が み られず, 合成さ れるH A量に関 して も コ ン トロ
ー ル と ほと ん
ど差が み られなか っ た . しか し. C S に関して は徐 々に そ の産生塞が増加し た･
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一 般に カル シウ ムは . 細胞内の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と して藍要な役割を示
して い る こ とが 知ら れ 様 々 な生理痛性を示す こ と が知られて い る. 細胞内カ
ル シ ウム濃度は 非常に低い 濃度で制御さ れており, 培地申の カ ル シウ ム漉度が
その まま細胞内に影響する と は考え られない . しか し. 培地中カ ル シ ウム 過度
が高い 状態が続く と, 徐 々 に細胞内カル シウムが 増加する と い う報告9 ‖ もあり,
今回の結果も, 高漉度の カ ル シウ
.
ム を含む培地で 繊維芽細胞を培養すると , 袷
々 に細胞内にカル シ ウムが取り込み が生じ, C Sが増加傾向を示した もの と考
え られる .
Ⅰト2- 3 RA添加に よる彩響
表皮角化細胞に添加し た場合と同じの 過度のII^ む 繊維詳細胞がs ubc o nflu -
e llLに な っ た培養7日臼 の 時点で培地 に添加し, I-1∧, C S, 1)S合成 に及 ぼ す
影響を調べ た. 結果をFig. 2- 16に示す.
RAを添加する と , 短時間で 変化が 観察され た表皮細胞の場合と は異なり, 繊
維芽細胞の場合には徐 々 に影響が現われ, H AやD S はコ ン トロ ー ル に比べ 減
少する こ とが明らか にな っ た . C S の産生量に関して は, RAの添加直後は若干
の増加が観察さ才1る が, 添加後7日目か らは徐々 に減少する傾向が観察された .
また, RA の培地 へ の 添加を中止す ると コ ン トロ ー ル の細胞が 合成する G A G量
と は ぼ同じ値に戻る こ とか ら. RA が G A Gの合成に及ぼ す影響は可逆的な作用
である と考えられる .
RAは繊維芽細胞の 増殖を阻害する こと が知られて い る1 2 9･ 1 3 匂). 繊維芽細胞
の増殖初期にH A合成が増加する こ と8 2)や, 発生途上 の肢芽の細胞周縁部に お
い て H A が豊富に見出さ れる こ と1 2 7 )か ら考え る と, 培地 に合成さ れたH A は
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細胞の増殖を促進する可能性を示唆する. 従 っ て. 従来か ら観察さ れてい るRA
に よ る繊維芽細胞の 増殖阻嘗作用は, fhl Aの合FjR引tAカミ抑制する こ とに よ っ て
生じ る可能性が予想さ れる .
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ll -2 -4 dbcAMP添加に よる彩響
次に, dbcAMPをsubc o nflu e ntにな っ た時点か ら継続的に培地 に添加 して培養
を行ない , H A, C S, D S の合成に及ぼ す彩響を調べ た･ 結果をFig･2 -1 7に
示 す.
d bcAM陀 培地 に添加 し た直後か らrI A産生畳が急激に増大し始め. 添加開始
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4日目に最大値を示 し, 産生量は コ ン トロ ー ル の 約50倍で あ っ た. 添加開始か ら
さ ら に培養日数が経過す る と, H A合成促進作用は徐々 に 弱まる傾向を示し た
が･ 培養開始後2 0日目に お い て も, コ ン ト ロ ー ル に比べ て約20憤のfi Aが合成
さ れて い た ･ 一 方, 添加開始か ら14日目にdbcAMPの 添加fr [f,止する と, コ ン ト
ロ ー ル の 細胞と同様の H A産生塵に 回復 した.
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D S の産生真に つ い て は. 添加を開始して もは とん ど培地中の D S星は コ ン
ト ロ ー ル と差が なく, H A の場合に比べ て D S合成に及ぼ すdbcAh4Pの影響は小
さ い ように思われた ･ ま た C S は H Aと 同様 に増加傾向を示 し, 特に』Dト6 Sの
値は最大で コ ン ト ロ ー ル の約13倍を示し, C S中の ガ ラク トサ ミ ン の6位の硫酸
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化が著しく促進さ れる理由に つ いて は明らかで ない が, 非常に興味深い . H A,
C S とも にdbcAMPの培地 へ の添加を中止する とコ ン トロ ー ル と はぽ同じ産生塵
にttj=吏する こ とか ら, dbcAMP が G A G合成系に及ぼ す彩轡は可逆的な作用で あ
ると 考えられた 叩 '
l卜2-5
'
l
､
P 添^加に よる鮎轡
Subconflu e nt にな っ た時点でTPAの 培地へ の添加を開始し, 以後継続的に添加
し て増裾引子ない , II A, C S, D S塵生盈に及ぼ すTPの^ 鮎轡な調べ た. 結果
な, Fig.2- 18 に示す .
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Tl'A a)培地 へ の添))u引弼始する と, 開始直後か らWlr箸にIl 産^生温が増加した ･
しか しそ の 増加効果も添加直後に観察さ れた の み で . その 後は コ ン トロ ー ル と
ほ ぼ同様の G A G合成能を示 し た.
TP^ は細胞内のPKCを直接活性化する こ と知られて い る 川 = 8 6) . さ らに24時
間以上TPAを細胞に作悶 させ る と. 細11軌JqのPKC の絶対鼠は 拍著に減少する こ と
が 観察さ れて い る (ダウ ン レギ 斗 レ ー シ ョ ン)
1■3 2'
･ 以上の 知見を考慮すると.
TPAを培地に添加する こ とに より繊維芽細胞のII A合成系が刺激されH A鼠は増
加する が. 継続的にTPAを添加 し続けた ために細胞内のPKCの 活性化が ダウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン によ っ て 低下 した ために, もは や
■
rPAの 彫響が消失し たもの と考
え ら れる . D S に おい て は, 添加開始後若干減少するが , ほ とん ど コ ン トロ ー
ル と の差がなく, PKCを介するTPA の作用が ば とん どD S合成系に は働か ない も
の と考え られる. 一 方C S ばrPA の添加開始後, 徐々 にそ の産生鼠が増加する 傾
向を示 したが , 添加を中止 しても今まで の場合と異なり, C S の合成傾向は コ
ン トロ ー ル と同 じ レ ベル に回復す る こ と はなく, C S合成系に直接作用す る細
胞内物質が増加し たもの と考 え られ, 結果と して C S合成系に及ぼ すTPAの非可
逆的な作用が推察された.
ll - 3 考察
10年前には , 表皮角化細胞の 培養法は繊維芽細胞に比べ てか なり煩雑で熟練
を要する方法で あ っ た ∴ Gr e erlら7 7' に より開発され た方法, すなわちヒ 卜表皮
角化細胞*a:, γ 線娘射処理 し たマ ウス繊維芽細胞(fe ede r laye r)と共存培養す
る方法が確立さ れて か ら, 表皮角化細胞に関す る研究も進展し, G A G につ い
て の 検討もい く つ か報告される ように な っ た7 = 8' . しか し, fe ede rlaye rか
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ら分泌され る活性因子の 表皮角化細胞に及ぼす影響や, feede rlayerを形成す
る繊維罫紙胞が合成する G A G の混入により, 表皮角化細胞が合成する G A G
を解析す る場合に, 誤る可能性を含ん でい た. 最近の培養技術の進歩により,
表皮角化細胞をfeeder layerと共存させ る こ となく単独で培養する こ とが可能
と な っ た.
今臥 著者はfeeder laye rを用い る こ となく, 表皮角化細胞を無血清培地で
培養し, 確立したH Aおよび G A G の分析法を用い て従来解析が非常に困難で
あ っ た, 表皮角化細胞の 培養培地に合成される G A G の経時的な分析に成功し
た. その 結果, 表皮角イヒ細胞が合成する G A G は H A である こ と, 角化進行の
過程で有練細胞期に H A の合成が最も活発になる ことを明らか にした･ こ れら
の実験結果は, H Aを分析する ことが表皮角化細胞の分化の指標の
-
つ になり
得る こ とを示して おり, H A の生理的役割を解明する手掛かりを与え る･
一 方, ヒ ト真皮由来繊維芽細胞を無血滑培地で培養し, 表皮角化細胞と同様
の実験を行 っ た. その結鼠 繊維芽細胞から培地 に合成さ れたG A G は主に H
A とD S である こ と, H A産生量は細胞密度が低い 増殖期に最大値を示し, 細
胞の 増殖が停止するc o nflu e ntに達する時点で 一 定に なる こ と, H A産生量の 減
少と は逆に, D S, C S の産生量が増加する こ となどを明らか に した･
従来から, 加齢と皮膚G A G の関連性に つ い て は, これまで に多くの研究者
に よ っ て検討さ れて い る1 3 3
- 1月2 ' 一 般に, 加齢と ともに 皮膚に含まれる総G
A G量は減少する こ と1 3 3
- 1 3 9 '
, 胎生期に は皮膚組織が非常に豊富なH Aと僅
かな D Sを含むの に対し, 成熟期ではH Aが減少 し, それ に伴っ て D Sが増加
する とい う. 4 - 4 2 ,. 今回の培養細胞を用い て得られた結果は, こ れまで明ら
か に された上記の研究報告と全く 一 致し, 細胞が盛ん に増殖する時期には H A
が 活発に合成さ れ, D S の合成は増殖期が終了 し成熟時期に入っ てか ら活発に
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合成され る こ とが 明らか にな っ た .
ま た, 種々 の生理活性物質を糸匪続的に培地に添加し て表皮角化細胞, 繊維芽
細胞の両細胞を培養し, H Aおよび G A Gの合成能を調べ た結果, 2種の細胞と
もに, 添加し た活性物質の作用は異なる にも拘らず, い ずれの場合もH A の合
成能が著しく影響を受ける こ とが明 らか にな っ た . 表皮角化細胞と繊維芽細胞
に おける H A合成に 及ぼ す活性物質の影響は 一 様で は なく, 表皮ある い は真皮
H A は, そ れぞれ複雑な生物情報を担っ て い る可能性が示唆された .
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ⅠⅠ章
ラ ッ ト皮 醐円
第
に おけ .る G A Gの動態分析
11牽にお い て , 表皮組織か ら表皮角化細胞, 真皮組織か ら は繊維芽細胞をそ
れぞれ取り上げ, 2健の細胞を無血滴培養し培地中に合成されるflA立正びにC S.
i)S の定盈を試み た. しか しなが ら, 培養実験か ら得られる情報は, 特殊な条
件で ある ことを考慮しなければならない . 表皮に は表皮角化細胞以外に少数の
メ ラノサ イト, ラ ン グル ハ ウス細胞が含まれる7 5 '. ま た真皮に は繊維芽細胞以
外に肥満細胞等が存在す る. そ こ で本尊にお い て , ラ ッ トの 皮膚な材料と して,
皮慣組繊に含まれる G A G につ い て検討した･
ll - 1 表皮および奥皮中G A Gの 分析
皮膚の G A G の総監な分析す るこ とは古くか ら行なわれて い るが
22 ･ 2 6. 9 5'
1 3 - 一2,
, 表皮, 真皮をそ れぞれ分離し, そ こに 含まれる G A G につ い て正確
に定量分析して い る 例は極めて少ない . 例えば, 野 郎
2 'はヒ トの胸部由来の皮
膚 酬】い て皮膚全休, お よび表皮を機械的に剥離除去した真皮につ い てそ れぞ
れ G A G の定量*a:
J
l子い , 表皮申G A G は真皮中G A G の2倍量存在する こ とを報
告して い る. しか しその 一 方で, Mie r 良 Wo od
2 3 )此 方法は異なる ものの表皮
に含まれるG A G の総量は真皮の 約1/5で ある と報告して い る･ また･ 木花
8 9 '
に よ っ て 皮膚に含ま れる G A G の定性的な検討結果が提出さ れ･ ヒト皮膚の 表
皮に含まれるG A G はす ぺ てII A で あ るこ と･ 県皮に含まれる(; ∧ G は11 ∧ と
D S であり, 表皮に含ま れる G A G の総量は真皮の 約半畳 である こ と など が報
告されて い る . 以上のように, 皮膚に含まれる G A G につ い ては分析法の 不備
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に起因して未だ定説が ない の が現状で ある .
そ こで 本章で は . 確立 し た皮膚組織の前処理法お よびH A, C S, D S の分
析法を用 い て, ラ ッ ト背部皮膚を材料に表皮, 真皮中Ii A地 びに C S, D S の
分析を行 っ た. ま た培養実験にお い て培地 に添加し た生理痛性物質を剃毛した
皮爾に席描塗押し, G ∧ Gの 動態に つ い て肺析し た .
Ilト ト1 正常ラ ッ ト背部表皮および虞皮巾G A G
Wista r系ラ ッ ト(3- 5週齢) 背部皮膚を, 確立 し た表皮と真皮の 分離法, G A G
の 抽出前処理法に よ っ て 処理 し,
I
rlP L C に よる分離定見法を用 い て G ∧ Gを
分析した . 結果をFig. 3-1 に示す. Fig. 3- 1(A)に は表皮に 含まれ るG A G の分析
結果を, Fig. 3 - 1(B)に は真皮に含ま れる G A Gの 分析結果 を示した .
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Each bar r epres e nts the m e a n土S.E. ofthre e e xperim en ts.
表皮に含まれる G A Gの 分析結果は , 表皮に は培養細胞を用い て 得られた結
果 と同様に主と し てrIA が存在す る こ と を示 して おり, また微塵のl)S も剛寺
に検出さ れた . 一 方. 真皮に含ま れるG ^ Gの 分析結果は, 主に1･Ⅰ∧ と】JSが
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存在する こ とを示 して おり, やはり培養実験によ っ て得られた結果を裏付けて
い る . 表皮と轟皮をL)ispa se処理 して分離し たの みで は, 真皮に由来する D S が
表皮に付着する 可能他が あり, ラ ッ トの表皮か ら検出さ れた U S につ い て も顛
皮由来の D S で はな い か と慎重に検討したが, 表皮を真皮から分離した後, 表
皮な充分洗浄する こ とに よ っ て真皮由来の D S は完全に除去 される こ とが 明ら
か と な っ た. なお, 表皮, 寅皮に それぞれ含まれる H A の脱脂専乞燥重畳あ たり
の 比率は, 約1:5であり, 盈的に は真皮に多塵のl･i A が含まれて い る こ とが わか
っ た .
1 トト2 RA塗布の彩響
RA(0. 5 mg/ml, エ タノ ー ル溶液)酬ista r系雄ラ ッ ト(3- 5週齢)の 剃毛 した背部
皮嗣に1日1回直接塗布し, この操作夜4日間継続 した後屠殺し, 表皮, 真皮に含
まれ るG A G の変化をコ ン トロ ー ル と比較し た. 結果をFig.3- 2に示す･ Fig･ 3
- 2(A)に は表皮に含まれ る G A G の分析結束*c:, Fig･3-2(”)には真皮に含まれ る
G A G の分析結果を示した .
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表皮にお い て はRAを塗布する こ と によ っ て , Ⅰ-1 Aの 朗著な増加が み られ. ヒ
ト表皮角化細胞の培養実験と - 致した. 真皮にお い て は王1 A の畳に顕著な変化
は み られなか っ たが , C S, D S がコ ン トロ ー ル に比べ て 若干減少して い た .
RAの 経度吸収に つ い て は明らかで な いが , 表皮に お い て艶著に変化し た こ と は
興味深い . ま た表皮組織に対する彩響は, RAが壬1 A合成系 を慮摺刺激して い る
可能性を示唆する もので ある (理由につ い て は次節で触れ た い) .
lil- 卜3 dbcAMP塗布の 彫響
dbcAMP(1 mg/ml. エ タノ ー ル溶液) 馴istar系雄ラ ッ ト(3-S過齢)の背部皮将に
1日1匝】の割合で継続的に4日間塗布し, 表皮, 真皮に 含まれる G A G の存在畳を
調べ た . 結果をFig. 3 - 3に示 す. Fig.3- 3(A)に は表皮に 含まれ る G A Gの 分析絶
無fa:. Fig. 3- 3(B)に は真皮に 含まれ るG A Gの分析結果 を示 した.
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払 ch ba r repre sentsthe m e aJl 土S.E. ofthree expe rim ents
表皮にdbcAMPを塗布し た結果 , H Aの 産生量は コ ン ト ロ ー ル と比べ て ほ とん
ど変化しなか っ たが , 真皮で は H A が顕著に増加し, 培養実験で得られた結果
-58-
と同様の 現象が 観察さ才1た. この結果はdbcAMP が経度的に吸収され, 真皮に ま
で浸透する こ と を示すもの で ある . また分化の 位相が ほ ぼ同調して い る表皮角
化細胞の増発実験の 場合と異なり, 表皮組織における細胞の 分化の位相は
- 一 定
で なく , 従 っ てd bcAMP の作用によ っ て分化の 進行速度が 変化しrl Aの 合械に携
わる 郁東細胞期が た と え短縮されて も, 全体と して G A Gの 産生畳に変化がみ
ら才1ない もの と考え られ る. 従 っ て. RA の場合に扱者なH A の合成が観察さ れ
たの は, ‡舶 ‡分化の進行速度に鮎響するだけでなく, f･i A合成能を直接刺激す
るもの と推察される .
11トト4 TPÅ塗布の彩管
TPA (0.1 mg/ml, エ タノ ー ル溶液)馴ista r系雄ラ ッ ト(3
- 5週齢)の 背部皮膚に
1日l 即)割合で塗和 し. 4訓1il継続的 に処渡し た後, 表皮と真皮に含 まれるG ∧
G の存在盈を調べ た(Fig･3-4)I Fig･3-4(A)には表皮に含まれる G A G の分析
結果を, Fig.3-4(B)には真皮に含まれるG A Gの 分析結果を示し た･
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表皮にお い て, 培養細胞にお い て得られた結果と同様に H A産生量の顕著な
減少が観察さ れた . 真皮で は, D Sの若干の減少以外は ほ とん ど差がみ られず,
TPAが経皮的に浸透しな い可能性を示唆するもの で ある.
ⅠⅠⅠ - 2 考察
哨乳動物の皮膚組織に含まれ る G A G の分析は, 多くの研究者によ っ て調べ
られて い る が, 表皮と真皮の分離法およびG A G の分析法と して優れ た方法が
確立されて い なか っ た ため に, 表皮および真皮に含まれる G AG の正確な定性
･ 定量分析が で き なか っ た. 著者は, 新た に確立 し た定量法と, 基底膿の結合
組織を比較的特異的に分解す る酵素. Dispa s eを用い た表皮と 真皮の 分離法を組
み合わせ る こ と に より, ラ ッ トの皮膚に含まれる GA G の分析に成功 した . そ
の 結界 ラ ッ ト表皮に含 まれる G A G は主に H A である こ と, 真皮に 含まれ る
G A Gは主に H Aと D Sで ある こ と を確認 した . こ の結果は, 古くか ら様 々 な
研究者に よ っ て提出され た分析結果の中で , 木花8 9) が ヒ トの胸部由来の皮膚を
用い て行な っ た実験結果と, 定量値に つ い て は唆味な点が残されて い る い る も
のの ( 木花は定量値に つ い て触れて い な い) , 定性的には 一 致して い る .
次に, 培養実験に おい て 培地 に添加し た種 々 の生理活性物質を, ラ ッ ト皮膚
に直接塗布する こ と により, 表皮ヒ素皮に含まれる G A G合成に対する影響を
調べ た . そ の結果 , H Aの合成に関して は , 培養実験で得られた結果と, ほぼ
同様の変動が観察さ れた. すなわちRAを塗布する こ と に よ っ て表皮にお ける H
A産生量が増加する こ と, dbcAMP の塗布に より真皮にお ける H A合成が増加し,
またTPAを塗布する こ と によ っ て 表皮の H A産生量が顕著に減少する こ と などが
明らか にな っ た.
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培養細胞を開い た検討結果と, 実際に皮膚か ら単離した表皮および其皮を用
い て検討した結果を比較する と, 表皮組織で は表皮角化細胞が, 真皮で は繊維
芽細胞が G A Gの 合成に深い関連性を担 っ て い る こ と が明らか とな っ た･
-6l-
総括
著者は, H A の皮膚に お ける機能を解明す る こ と を 馴勺と して. 微鼠イじお よ
び生体試料 へ の応用 と い う点で不十分で あ っ た分析法に つ い て検討し た婚礼
H Aを特異的に酵素消化して生じ る不飽和二糖を21 シ ア ノ ア セ ト ア ミ ド 別口い
た蛍光検出H P LC に より分離定量する方法を確立 し た. 本法は, li^ , C S ,
i)S より生成する不飽和二糖の7践分を分離後, 2- シア ノ アセ トア ミ ドと アル カ
リ条件下で反応させ . 生成する 削ヒ誘導体 馴寺異的にか つ 商感度で 検出する胡
光検出H P LC法で ある . 本法に より, H Aお よび C S, O Sを特異的で し か
も高感度に分析す る こ とが可能とな っ た.
さ らに, より微量な生 体試料に応用す る場合の高感度化を目的に, 最近新し
い 分析法と して注目 されて い る化学発光法を応用 し. 化学発光検出ポス トカ ラ
ムH P L C法に よ る H Aの超高感度定量法を確立 した . 本法 は, 蛍光検出土･ⅠP
L C法と同様に酵素消化に よ っ て 生成し た不飽和二糖頬を, ダン シル ヒ ドラ ジ
ン によ っ て蛍光ラ ベ ル化しH P L C法によ っ て分離 した後, 過シ ュ ウ酸エ ス テ
ル 一 過酸化水素化学発光検出系で 検出す る定量法で ある. 本法に より, H A ぬ
よ びC S. D S が数十Ilgの レ ベル で 超高感度定量する こ とが 可能と なり, 従来,
多量の試料を要し て い た血液幹細胞や結合組織細胞中G A G の分析が可能とな
つ た∴ - 方, 細胞培養に用 い た培地や, 皮膚組織に含 まれ る G A Gを正確 に迂
畳するための 前処理 法を従来 法の 長所, 短所を絡 まえ て新た に確立 し た .
次に, 確立した H A の微量定量法を用い て, 皮膚に お ける H A の動態を詳細
に追究し た. まず ヒ ト表皮角化細胞を無血清培地で培養し, 培地 に合成さ れる
H Aの経時的な分析に応周 した. その結果, 表皮角化細胞が 合成する主な G A
G は H Aで ある こ と, 基底細胞 一 有練細胞 一 紙粒細胞 一 角質細胞と い う分化過
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程にお い て , 有練細胞期の段階で最も活発にH Aが 合成さ れるこ とを見出した･
この こ とか ら, H Aを分析す ることが表皮角化細胞の分化の進行な知る上で 重
要な指棟に なり得る こと が推察された .
- -B
･
, 真皮繊維芽細胞を無血滑培地で培養し, 培地に合成される G A G の経
時的な分析 郁子な っ た. その 結果, 繊維芽細胞が合成する主なG A G はH A お
よびD Sで ある こ と, H A藤生豊は細胞密度が低い 増殖期に最大値を示し, 細
胞の 増殖が停止するc o nflu e nt8こ適する時点で 一 定になる こと, HA産生盈の減
少とは逆に, D S, C S の産生畳が増加する ことなどを明らか にした･
これまで に, Car七e rら
= 3 'がヒト新生児前頭部由来の角質細胞に は, リ ンパ
球に存在す る ことが知られて い る C D 4 4 と構造的に非常に轍似した糖タ ンパ
ク質が発現して い る こ とを報告して い る. 今回明らか にな っ た表皮角化細胞に
お ける H A の合成調節は, 表皮組織に おいて , H Aが細胞間情報伝達シス テ ム
に深く関与し, 重要な役割を演じて い る可能性を示唆するもので あり･ 今後の
展開が期待される .
真皮由来繊維芽細胞で は, 細胞密度が低い 時期に活発にH Aが合成され･ 細
胞の 増殖と密接に関与す る こ とが明らか にな っ た ･ ま た･ D Sは細胞数の増加
と平行して産生塞が増加する ことか ら, 細胞の成熟に関与する可能性が明らか
に な っ た. さ らに カル シウム , RA, dbcÅ軌 TPÅなどの 生理活性物質を培地に添
加す る こ とに より, 表皮角化細胞および真皮繊維芽細胞の H A合成能は様々 な
応答を示 し, H A合成の調節機構の細胞内情報伝達経絡の
一 部が明らかとな っ
た(Fig. 2). 例えば, 表皮角化細胞で は, 鮎 r e c epto rの活性化は H A合成促進
に関与し, PEC の活性化は , H A合成抑制に関与す る こ とが明 らか とな っ た ･ 繊
維芽細胞で は, RAre c epto rの活性化は = A合成抑制に関与する こ とが明らか と
な っ た.
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以上の 結果を摘ま え, 実際 に ラ ッ トの 皮膚な表皮, 真皮と に分離し, そ こ に
含まれる G A Gの 分析を行な っ た. また , 培養系に添加した活性物質を剃毛 し
た皮膚に直接塗布し, G A Gの 変化を調べ た. そ の結果, ホ モ ジニ ア スな細胞
を開い た培養系で得られ た結果と, 細か い 点で は異なるもの の ほぼ同 一 の 結果
が得られた. 以上の結果により, こ れまで 推定の城を脱し得なか っ たHA の生
理機能の 一 部が解明され る糸口 が できた.
しか しながら, 一 方で は H Aを培地に添加 した場合の細胞増殖 ･ 分化誘噂 へ
の効果が明瞭に観察で きなか っ た こ と, 皮膚に H A を塗布 した場合の 効果が 明
確で なか っ た点な どが検討課題と して残されて い る . 今後, H Aの 合成と皮膚
細胞の増殖 ･ 分化とが , どの ような細胞情報の 伝達システ ム に由来す るの か解
明される こ とが期待され る.
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実験の部
節Ⅰ費 分析法の 開発
卜1. 試薬お よび装置
H Aの棟蝉品はSIGMA Che mic al Co. 製の ヒア ル ロ ン酸ナ トリ ウム塩 (ヒ 卜晒
帯由来, Gr adell卜S. Lot･, 25 F-O3 82) 馴 糾＼た .
標準品不飽和二糖 2- a c eta mid()J2- de o xy -3- 0 -(β -D- glu(ニ()-4- e n epyr a n 鵬yl
-
11 【
,
() nic a cid卜u- gl肌 ()S e(A U 卜11A). 2- a (ニetamido - 2 -tle o xy -3-0
- (β - D- glu c o-4
- eleP yr a n O Sylu r ollic a ci d卜ul細1a cLo s e(A Ui- OS). 2- a (;(托a nido
- 2 -(1eo xy - 3
-【ト(β - ”- glu c o-4- e n ep yr a-10 Sylu ro nic a cid卜4- 0- s u上.fo
-i)- gala cto s e(A ui-4
s), 2- a c eじa mido -2 - de o xy - 3-【ト(β - D- glu c oヰ e n ep yr al1 0 Sylu r o nic a cid卜6
-0
- s ulfo- D- gala cLo s e(Al)卜6S). 2- a c eta mido - 2- de o xy - 3- 0
-(2- 0 - s ul'fo- β -U‾
gluco -4 - e n ep yr a n o sylu r o nic a cid) ヰ 0
- s ulfo - D-gala cto s e(ADi- diSB)･ 2-
a c eLa mid.- 2- de o xy - 3 -0 - (2- 0 - sulfo - β -”- glu c oヰ e11epyr a n O Sylu r o nic a cid)
- 6- 0 - s ulf｡- D- gala cto s e(AU トdiSD), 2- a c eta mido -2-de oxy
- 3-0 - (β- D- glu c o
ヰ e n ep yr a n o sylu r o nic a cid卜4,6-his -0- s ulfo
- D- gala cto s e(ADi- diSE)I 2-
ac eta mido- 2- de ｡ xy - 3- 0 -(2- O - s ulfo - β -D- glu c oヰ e n.ep yr an o sylu r o nic a cid)
- 4,6- di- 0 - sulfo -D- gala ctos e(AD 卜じriS),C ho ndr oitin a s eABC(Pr ote u s
v ulga ris. EC 4. 2. 2. 4). C ho ndr oitina s eACII Arthr o(Arthr oba cte r
a u r e s ce n s. EC 4.2 . 2 . 5)Jlyalu r o nida s eSD(Str epto c o cu sdysgala ctia e･
EC 4.2. 2)は生化学工業 ( 秩)より購入した ･
2- シアノ ア セ 卜ア ミ ドは, 関束化学 (樵) 製軌 Pr o n a s eは 科研製薬 (秩) の
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AcLi-1a S eEを使用 した . Dispa s eは三光純薬 ( 株)製 引削Lf･]し た .
そ0)似rⅠpI- C川 カ ラ ム 充填剤と して, As ahipak Nl12P-F'08こ つ い て は旭化機
工業 (樵) 艶 TS馳el NH2 - 60. TS馳 el Amide 80は衆ソ - (樵) 艶 Nu cle o si.i
100- 5- C18 はMa che r ey - Nagel Co. 製の もの を用 い た .
ダン シ ル ヒ ドラ ジ ン, T CA, トル エ ン , n - ヘ キサ ン , ベ ン ゼ ン は , 利光純典工
莱 (秩) より購入し た .
化学発光試薬 [Bis(2.4-dinitr ophe nyl)o x alate(UNPO), His(2,4, 6- tr卜
chlo r ophe nyl)o x alate(TCPO), Bis【2- (3. 6,9 - triox ade c a nylo xyc a rbo nyl)1 卜
niLt､ oplle nyl】o x alate(TDPO)〕お よび過酸化水素(l2O2)は, 利光純英二L凝 (樵)
より購入し た.
他の 全て の試薬は 市販の特級品を, 水は 全てイ オ ン交換水を蒸留して 伽 ､た.
鼠出盛出藍左上A 乏ム土L巳上皇盈藍
蛍光検出H P L C にお ける溶離液送液ポ ン プは. 日立製作所 ( 樵) 製L-6000
型を. 試薬送液用ポ ン プは, 島村計器製作所 (株) 製ダブ ル プラ ン ジ ャ ー ポ ン
プPSU- 2･5W型 引吏用 した. サ ンプルイ ン ジ ュ クク ー は島村計器製VMD- 350型, カ
ラ ム恒温槽は大洋サ ー ビス セ ンタ ー (樵) 製
'
rliERMO MIN山ERJR- 100
■
型, 蛍光
検出器は, 島津製作所 ( 樵) 製蛍光検出器R ト530型 を, 記録計は. 日立製作所
( 樵) 製 D- 250 Chr o m ato - 1ntegr ato r お よび セ コ ニ ッ ク ( 樵) 製SS-250F
Re c o r(1e rを傾用し た .
比豊盈放逸 出 題慮
試料の 調望捌こ用 い た遮光遠心分鮒Ij沈殿管は , 岩城硝子 ( 樵) 製ネ ジ付ガ ラ
ス遠心分離用沈殿管(v olu m e.1O ml;siz e. 1 6. 5 m m x1 05m m) 引fjい た.
化学発光検出1壬P L C シス テ ム にお ける溶離液お よび化学 発光試薬送液ポ ン
プは, 日立製作所 ( 樵) 製レ6000型 を用 い た. サ ンプ ルイ ン ジ ュ クタ ー は, 島
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村計器( 樵) 製VhlD- 350型, カ ラ ム恒温槽は, 大洋サ ー ビスセ ンタ ー (樵) 戟
Tt]ER朗O MINDER Jr -lOO型を用い た. 化学発光検出器は, JÅSCO 825-CL In七e卜
Iige nt CL Dete cto rをイ吏用 した. 記録計は, 日立製作所 ( 樵) 製D- 25 0 Cbr o-
m ato - Integr ato r お よび セ コ ニ ッ ク ( 樵) 製SS-250F Re c o rde r引費用し た.
卜2. 実験棟作
ぬ 胤 鼠処理崖
細胞培養に開い た培地か らの前処理法は, 本章 Fig. 卜11 の操作に従い, 以下
の 通りに行っ た.
培地を交換して得られ た使用済みの 培地200 fLl 軌 100
oCで5 分間加熱処理
し, 冷後l賀Pr o n a s eを含む 0.05 M Tris - a c etate btlffe r(pH 8. 0)を50LLl加
良 , 45 ℃で3 時間イ ン キ エ ペ - シ ョ ンする. 反応終了後, 酢酸ナ トリ ウム を飽
和し た冷ユ タノ - ル1 mlを･加え, 0 ℃ で 一 晩放置し た. そ の後, 2300 Ⅹgで5 分
間遠心分離し, 沈殿物を80%エ タノ ー ルで2匝卜洗浄し, 真空下で乾燥さ せた･ そ
の残泣 馴 . 025 U Cho ndr oi七in a s eÅBC十0. 025 U Cbo ndr oitin a s eACII(C S分
析の際に は 0.025 U Cbo ndroitin a s eACII のみ) を含む0･ 1 朗 Tris - ac etate
buffe r(pH 8.0)25 FL1を加え, 37 ℃で3 時間イ ン キ ュ ぺ - シ ョ ン した･ その 溶
液に酢酸ナ トリウム を飽和した冷エ タノ - ル100LLlを加 え, 0
oCで 一 晩放置し
た . その後, 2300 xgで5 分間遠心分離し, その 上滑20 iL lを用い て確立 した H
p L C法で分析した.
&
皮膚組織の表皮, 真皮の 分離法は , 本章 Fig. 卜12
■
の操作に従 っ た ･ ま た皮膚
組織か らの G A G の精製法は, 本章 Fig. 卜13の操作に従 っ て G A Gを分離
･ 精
製 した .
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第11輩 皮膚由来培養細胞の分化, 増殖に お ける H A の合成能の測定
2- 1. 試薬および培養器具
塩 化カ ル シ ウム は和光純薬 ( 樵) 製, dbcAMP, l恥 TPAはSIGMAChe mic al
Co. 製を用い た .
r1
細川包培養には 日本ベタ トン ｡ デ イ ツ キ ン ソ ン ( 秩)
■
割. Falc o n6マ ル チ ウ ェ
ル プ レ ー ト (9.6 c m2/w ell) 針目い た . 細胞増発川 フ ラ ス コ , 滅掛プ ラス チ ッ
ク ピ ペ ッ ト (5 ml, i()ml) は岩城I杵f･ (樵) 魁i;c=, トラ ンス フ ァ - ピ ペ ッ ト.
遠心分離桐プラ スチ ッ クチ コ→ - プは 日本ベ クト ン ｡ デ イ ツ キ ン ソ ン (樵) 鮎を
用 い た. 膿過滅菌フ ィ ル タ ー は, 日本ミリポア 工業 ( 樵) 裂マ イ レ クスGS
(”. 22 F…)を用 い た . CO2イ ンキ ュ ベ - ク ー はヤ マ ト科学 (株) 鮎IT42を用い た.
2- 2. 実験操作
の
ヒ卜乳弟皮膚より得た正常表皮角化細胞 (NtlER細胞 ,EpiPa ck, 倉赦紡績 ( 株)
より購入) を2.5xl.0
^
c ells/w ell(9. 6 c m2)の密度で, Epide r m al Gr o wth
Fa cLor, イ ン スリ ン, ウ シ脳下垂体エ キ ス , ハ イ ドロ コ ー チ ゾン を添加 し たR-
GM 培地 (Ke r atinocyLe Gr o wth Mediu m 三 光純薬 ( 樵)より購入) に て5% CO芝
条件下で 培養した . 培地の 交換は1日お きに行 っ た .
Iい
ヒ 卜正常皮膚 より得た繊維芽細胞 (NIIL)F細胞 ,Fibr oPa ck. 倉敷紡績 ( 樵)より
購入) を5xlO4 c ells/w ell(9. 6 c m2)の密度で , r Fibr obla st, Gr o wth Fa c･じo r,
-r)8-
イ ン スリ ン , 抗菌剤を添加しr=F-GM培地(Fibloblast Gr o wth Mediu m 三光純輿
( 樵)より購入) に て5% CO2条件下で培養し た. 培地の 交換は1日お 酌こ行っ た･
通常培地採取は, 2 ml/w ell の培地を ピペ ッ トで採取 した後, tlEPESbuf.I-e r
2uO [Ll で細胞を2回洗浄し, そb)洗削夜と採取し た培地な合わせ て試料と した･
油性物質の添加は, 表皮角化細胞にお い て は c otlf lu e nじに達し た培養6日 臥
繊維芽細胞にお い て は subc onf
-1u e ntに達した培養7日日か ら添加した ･
カ レ ムの
健闘済み の培地を採取 した後,･10 mM塩化カル シウム溶液( 生理食塩水に溶解
乳 腺過滅菌処理済み)0･ 2 mlと新しい 培地1･8 mlを培養プレ
ー トに入れた (
ヵ ル シウム最終過度1 mM) . その 後, 培地交換ごと に同様の操作郁子っ た･ コ
ン トロ ー ル は生理食塩 刺 . 2 ml と培地1･ 8 mlで培養した (カル シウ ム濃度O･ 03
mM) .
地史遠出
1 mM RA(エ タノ ー ル に溶解) 10 FLlと膿過滅菌した4% ア ルブミ ン溶液19OFL
ほ 混合し, 晒所で37 ℃, 1時間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン した･ 悼用済み の培地 を採
取し た徽 1払濁液0･ 2 ml と新しい 培地1･8 m ほ 培養プL
,
一 卜に 入れた(l帽 終決
度 5 LAM). そ の 後, 培地交換ごと に同様の操作をした ･ コ ン 川
- ル は エ タノ
ー ル1 Olil, 膿過滅菌した4% アルブミ ン溶液0･ 19ml と培地1･ 8 ml で培養
した ･
曲 地 底血
便榔斉み の培地 を採取後, 1 mM d bcA”P( 生理食塩水に溶解後･ 渡過滅
菌処理
済み)0. 2 ml と新し い培地1･ 8 mlを培養プL
, - 卜に入れた(dbc^ MP最終濃度
o. 1 mM) . そ の 後, 培地交換ごとに 同様の 操作を した ･ コ ン ト
ロ ー ル は生理食
塩水o. 2 ml と培地1. 8 ml で培養し た･
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riE旦良法血
便開演み の培地を採取後, 2 0LL甲1
.
PA(ア セ ト ン に溶解) の10 FLl と新しい
培地息.99mlを培養プ レ ー トに入れた (TPA最終濃度 10O nM) . その 後, 培地交
換ごと に同様の 操作をし た . コ ン ト ロ - ル はア セ ト ン1.0 FLl と培地1. 99 mlで培
養した.
&
細胞を虻PESi) uffe T2 ml で2匝1洗浄し, 0. O 25% Try psiTl/O. Pl駕 EnTA処理に よ
っ て採取 し た. プ レ - 卜か らの細胞の採取 が困難な時はCell Sc r ape r(E]本ベ
クト ン ｡ デ イ ツ キ ン ソ ン ( 棉) 製)を適時用い た . 遠心分離後, 沈殿した細胞
を再度新しい培地 1 ml に懸濁し, 血球計算盤に より細胞数を測定した . 表皮
角化細胞に お い て は, 採取後, 遠心分離操作により得た細胞画分を0. 1% SL)S.
O. 1% β- me rc apto ethan olを含む50 mM Tris -1iCl buffe r(pll6. 8)の 溶液2O
f11 で処理し, 不溶掬(c o r nified envelope s)を血球計算盤 により計数した.
第11Ⅰ章 ラ ッ ト皮膚にお ける G A G の動態分析
1. 実験操作
乏工上皮慮ごゝ 払鎚旦塗塵
Wis七ar系雄ラ ッ ト(3- 5週齢)の背部皮膚にRÅ(0.5 mg/ml, エ タノ ー ル溶液)
1 mlを1日1回の塗布し, 4日間続けた.
乏工上皮盈 過 払辿壁塗壷
wista r系雄ラ ッ ト(3- 5週齢)の背部皮膚にd bcAMP(1 mg/ml, エ タノ ー ル溶液)
1 mlを1日1回塗布し, 4日間続けた .
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乏 脳 遡温血
wi,舶 r系雄ラ ッ ト(3- S過齢)の背部皮肩にTP (^0.1 mg/ml. エ タノ ー ル溶液)
1 m,1削 臼且回塗布し, 4日間続けた .
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